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RESUMEN DEL PROYECTO 
 
La gulupa (P.edulis) es una fruta perteneciente a la familia Pasiflorácea, clasificada hasta ahora junto 
con el maracuyá y demás pasifloras como promisoria en el país  y ha cobrado importancia en los 
mercados internacionales. En la actualidad, han aumentado rápidamente las  hectáreas de siembra y 
producción de esta fruta en el país y es por esto que los programas de manejo son de poca planeación 
y no son consistentes. Por lo tanto, se han presentado ciertas limitantes en su producción relacionadas  
con problemas fitosanitarios debido al deficiente conocimiento de los factores ambientales y biológicos 
que pueden influir en la aparición de una epidemia subsecuente. La sintomatología de mayor 
incidencia en épocas lluviosas presente en los cultivos de gulupa, está asociada con bacteriosis, 
denominada específicamente por los productores como “mancha de aceite”, que consiste en manchas 
amarillentas de apariencia húmeda o aceitosa y luego en condiciones favorables se tornan necróticas 
principalmente presentes en  hojas; en tallos y frutos se presentan manchas con halos aceitosos y 
necrosis puntuales. Esta enfermedad es muy perjudicial para el cultivo y en estos últimos años ha 
habido pérdidas considerables de hectáreas de gulupa aproximadamente del 40-65%, lo que ha 
llevado al abandono y al abatimiento en los productores. Los agentes causales bacterianos principales 
son Xanthomonas axonopodis y Stenotrophomonas maltophilia, los cuales han sido identificados en 
otras enfermedades de pasifloras. Se evaluaron algunos aspectos biológicos de la enfermedad en 
general, para lograrlo se desarrollaron  caracterizaciones mediante técnicas utilizadas 
sistemáticamente en la identificación de fitobacterias como pruebas bioquímicas, pruebas de 
patogenicidad en  plantas de gulupa y plantas no hospederas como el pimentón (Capsicum annuum, 
var. california wonder), amplificación de ADNr 16S y una región ITS23S-16S específica con la finalidad 
de confirmar el género y especie del mismo. Los resultados de esta investigación pueden permitir el 
inicio de planes de contingencia necesarios para la enfermedad, suministrando herramientas para el 
conocimiento de la misma evaluando aspectos como  progresión de síntomas, agresividad e índices de 
severidad. Todo esto, con el fin de planear métodos de control, de optimizar recursos para una 
producción racional y económicamente rentable de este cultivo.
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1. INTRODUCCION 
 
A partir del éxito del mercado de algunas especies de pasifloras como el maracuyá, se ha explorado el 
desarrollo e implementación de cultivos promisorios de otras especies de pasifloras como la gulupa (P. 
edulis), originaria del sur de Brasil, ampliamente distribuida durante el Siglo XIX a otros países de 
América del Sur, el Caribe, Asia, África, India y Australia (Nakasone y Paull, 1998). Dentro de sus 
características organolépticas y  su contenido nutricional, se encuentran: provitamina A, niacina, 
riboflavina y ácido ascórbico (Pinzón, 2007). La entrada de esta especie nueva en la comercialización 
de frutas frescas de Colombia hacia el exterior ha aumentado en estos últimos años por  su 
rentabilidad en producción durante el año y por ello ha ocupado un puesto importante dentro de las 
frutas tropicales exóticas de exportación (Rubio y Gómez, 2008). 
En general, el mercado de exportación de esta pasiflora se ha incrementado  en algunos países de 
Europa como Alemania, España, Bélgica, Francia y Suiza entre otros y en América como Canadá y 
Estados Unidos principalmente (Rubio y Gómez, 2008, Miranda et al., 2009); Sin embargo, la aparición 
de distintas enfermedades como la mancha de aceite ha disminuido el volumen de producción en 
toneladas, generando limitación en la oferta de la fruta para su posterior exportación y principalmente 
demeritando su calidad  (MADR, 2005 ) y por lo tanto, es claro que las medidas de control y manejo 
son de alguna forma inciertas puesto que el conocimiento general del cultivo es reducido. Por ello, la 
poca claridad sobre los agentes causales de enfermedades de importancia, el desconocimiento de la 
dinámica de los patógenos y sus implicaciones epidemiológicas, ambientales y económicas se reflejan 
en bajos rendimientos. 
La “mancha de aceite” es un problema fitosanitario de gran importancia  que frecuentemente ocasiona 
manchas amarillas, cloróticas con un halo aceitoso, exudado bacteriano y en estado avanzado el tejido 
comprometido se torna flácido, de tonalidad opaca previa a la manifestación de necrosis (Granada, 
1990 ). El agente causal, en otros cultivos de pasifloras, es principalmente Xanthomonas spp., aunque 
también se encuentran reportadas otras especies bacterianas implicadas en el desarrollo de una 
sintomatología similar como manchas foliares con halo aceitoso (Botero et al., 1998).  
En estos últimos años se ha observado un incremento de la enfermedad de “mancha de aceite” y se 
han realizado intentos en la confirmación del agente causal bacteriano que han sido  reportados en 
otras pasifloras. Por la incidencia de esta enfermedad, ha ocurrido el abandono de estos cultivos por 
parte de algunos productores de esta pasiflora, debido a  la incapacidad de manejar este problema 
fitosanitario  y  en consecuencia, el alto costo en el sostenimiento de los mismos, ya que a mayor 
número de aspersiones inadecuadas de agroquímicos ineficientes, mayor es el incremento en los 
costos de producción (Castaño-Zapata., 2009). Esto indudablemente ha conllevado a  un efecto 
negativo en la producción y limitaciones en la oferta de la  fruta para su posterior exportación. 
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La caracterización de estos microorganismos responsables de dicha enfermedad  constituye  el primer 
paso para poder desarrollar una serie de planes de contención de este problema fitosanitario, basados 
en aspectos agronómicos y legales como calendarios de siembra, zonificación del cultivo, diseños de 
cultivos intercalados con plantas no hospederas del patógeno, además de métodos de regulación con 
posibles agentes biocontroladores y diseño de rotaciones adecuadas de agroquímicos, entre otros. 
Todo esto en última instancia, con el fin de generar un conocimiento útil para los productores que les 
permita entender los factores predisponentes en el desarrollo de la enfermedad y garantizar una 
producción racional y hacer más eficiente la poscosecha para aumentar la rentabilidad de esta fruta.  
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2. OBJETIVOS. 
 
2.1. OBJETIVO GENERAL. 
 
Caracterizar mediante técnicas biológicas, bioquímicas y moleculares el  agente etiológico de la 
enfermedad mancha de aceite incidente  en cultivos  de gulupa (Passiflora edulis Sims) en  zonas 
productoras de Colombia. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
-Realizar una colección de aislamientos asociados a la enfermedad de mancha de aceite en 
gulupa de diversos cultivos de zonas productoras en los departamentos de Cundinamarca, Huila, 
Tolima, Boyacá, Antioquia y Valle del Cauca en Colombia. 
 
-Observar la respuesta no hospedero con cada una de las cepas bacterianas aisladas mediante 
pruebas de hipersensibilidad en pimentón (Capsicum annuum, var. California Wonder). 
 
-Evaluar la patogenicidad de los agentes causales de bacteriosis en gulupa (Passiflora edulis 
Sims) bajo condiciones controladas en cuanto a tiempo de aparición de síntomas. 
 
- Identificar sistemáticamente el agente causal bacteriano mediante metodologías que permitan la 
observación de algunas características fenotípicas y bioquímicas con el fin de confirmar género y 
especie del mismo. 
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3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE       
 
3.1. Características generales del cultivo de gulupa. 
A través de la historia, el neotrópico que incluye la ecozona formada por América del Sur, Central y el 
Caribe, ha tenido una gran importancia en la producción de frutales (Coppens d’Eeckenbrugge y 
Libreros, 2000). En esta zona se han inventariado 1100 especies de frutas americanas, en su gran 
mayoría tropicales. Dentro de este grupo de frutales tropicales después del banano y los cítricos, se 
encuentran las especies de pasifloras consideradas como promisorias. 
 Se estima que en Colombia existen 136 especies de Passiflora (Hernández y Bernal, 2000), aunque 
más recientemente un estudio extensivo de Ocampo et al. 2007, determinaron que existen 167 
especies, siendo así una de las naciones junto con Brasil, con la mayor diversidad de especies de  
pasifloras cultivadas comercialmente, como la granadilla y las dos formas de maracuyá, el amarillo (P. 
edulis f. flavicarpa) y el púrpura (P. edulis), este último denominado gulupa o pasión púrpura (Coppens 
d’Eeckenbrugge, 2007). 
La gulupa  (P. edulis) es originaria de la zona comprendida entre el sur de Brasil hasta el norte de 
Argentina, pero ha sido introducida en otros países como Australia, Hawaii y en otras islas del Pacífico 
Sur (Morton, 1987, Jiménez, 2006). En Colombia la explotación comercial de esta fruta se desarrolló 
hasta mediados del siglo XX, ya que la planta frecuentemente se presentaba en estado silvestre 
durante décadas (Ocampo et al., 2007; Jiménez, 2006). 
Dentro de la clasificación taxonómica de esta fruta se denomina en: División: Angiospermas, Clase: 
Dicotiledóneas, Orden: Parietales y en la familia correspondiente Passifloraceae (Jiménez, 2006).Otras 
denominaciones en que se le conoce: maracuyá morado, curuba redonda, maracuyá de clima frio, 
“purple passion fruit” (Angulo, 2009). 
La planta de esta especie es perenne, semileñosa y una enredadera de crecimiento indeterminado 
(Angulo, 2009). La altitud estimada del cultivo es de 1100 a 2400 m.s.n.m, por lo tanto, se adapta muy 
bien a climas ecuatoriales de altura; por lo anterior, en Colombia la zona de mayor producción es la 
región andina (Coppens d’Eeckenbrugge, 2007). La temperatura de crecimiento es de 16 a 22°C y la 
propagación de la misma es rápida y sencilla por medio de sus semillas (Sarmiento, 1986).  
 El inicio en la producción de frutos a partir del establecimiento de esta enredadera es 
aproximadamente de 6 a 8 meses y las densidades de siembra oscilan entre 400 a 1000 plantas/ha 
(Jiménez, 2006). El fruto de esta especie es una baya ovoide de tamaño pequeño a mediano, de 4 a 9 
cm de diámetro; su color varia de verde en sus primeros estados a morado oscuro en la etapa de 
madurez (Pinzón et al., 2007).  En su interior se encuentra la pulpa, constituida por semillas negras y 
un arilo gelatinoso que las rodea de un color amarillo intenso con un sabor ligeramente ácido y de 
agradable aroma lo que permite su consumo en fresco (Angulo, 2009); Adicional a ello, el pericarpio  
constituye entre el 35 y el 50% del peso del fruto; Este es específicamente el órgano de interés 
económico en la producción de estas plantas, ya que ha sido muy apreciado por su aroma, superior al 
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del maracuyá amarillo y por su mayor cantidad de azúcares. Estas características le han permitido 
entrar en el mercado de exportación hacia algunos países de Europa; además, la gulupa es 
principalmente comestible, por lo tanto, es materia prima en la producción de jugos, dulces, postres y 
consumo directo aunque, también se le han atribuido otros usos como el medicinal como sedante y 
antiespasmódico debido al contenido de varios alcaloides como el hermano y el harmol (Jiménez, 
2006). 
 
3.2  Cultivo de Gulupa en Colombia. 
En los últimos años en el país, se ha observado que debido al exceso de oferta del maracuyá se ha 
generado pérdidas en su rentabilidad, por lo tanto, ha facilitando en cierta manera la introducción del 
mercado de la gulupa (P. edulis). Además, se ha considerado como un cultivo tradicional por la forma 
artesanal de siembra  por parte del pequeño productor para abastecer tanto el mercado internacional 
como el local (Angulo, 2009). 
Los principales departamentos productores de  esta  especie de pasiflora son los departamentos de 
Cundinamarca y Boyacá, donde se encuentran el 80% de los agricultores encargados en su 
producción y el 20% restante corresponde a  zonas de los departamentos del Quindío, Huila y Tolima 
(ICA, 2006). El Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) en 2006 estimó que en la zona del 
Sumapaz, del departamento de Cundinamarca, el área aproximada de cultivos supera las 500 Ha, con 
una producción de más de 6000 toneladas. Sin embargo, para el país estimaron  el área sembrada 
correspondiente a 1289 ha, área productiva  correspondiente a 908 ha y una producción total de 3814 
ton/ha, aunque en relación al área productiva ha sido menor a causa de los problemas fitosanitarios. A 
pesar de que se cultiva en una menor área comparándola con las demás pasifloráceas, tiene todavía 
una dinámica importante en producción y consumo, por ello, en la actualidad ocupa el segundo lugar 
entre las pasifloráceas de exportación con un 40% en participación en los mercados internacionales 
(Angulo, 2009, Miranda et al., 2009).  
 A nivel del potencial productivo de esta planta se ha encontrado un rendimiento que fluctúa entre 2,5 y 
40 Kg/año en las mismas condiciones ambientales y por cultivar de 10 a 12 ton/ha/año para 
condiciones de cultivo en el Brasil (Jiménez, 2006) y en Colombia se estima que en una plantación con 
buenas condiciones sanitarias se puede obtener un rendimiento por hectárea de 7 toneladas en el 
primer año y de 20 toneladas en los siguientes años (Angulo, 2009). Según estadísticas de MADR 
correspondientes al periodo del 2005-2006 el volumen de exportación general de todas las pasifloras 
en el mercado fue de 1.653 toneladas en 2005, y en 2006 bajó hasta 1.489 toneladas (Rubio y Gómez, 
2008). Dentro de las posibles causas de esta disminución en las toneladas exportadas se encuentran 
los problemas fitosanitarios en pre y pos cosecha, entre los cuales destacan: la roña, causada por un 
complejo de hongos (Colletotrichum spp., Alternaria spp., Cladosporium spp.), secadera (Fusarium 
spp.), la mosca de las frutas (Anastrepha spp.) y la bacteriosis,  cuyo agente causal hasta ahora no ha 
sido definido con certeza (Chocontá et al., 2007). 
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3.3. Enfermedades del cultivo de gulupa 
3.3.1. Generalidades sobre enfermedades en pasifloras. 
Dentro de los  principales problemas fitosanitarios en general en las pasifloras se encuentran diversas 
enfermedades fúngicas, virales y bacterianas. Estas enfermedades varían de acuerdo a las distintas 
zonas de producción a nivel mundial como Australia y Sur África; en estas zonas se ha encontrado una 
alta susceptibilidad a nematodos (Morton, 1987).  En Colombia existen 16 enfermedades más 
importantes registradas en pasifloráceas, en las cuales se encuentran 13 asociadas a hongos, 11 a 
nematodos, 2 a bacterias y 2 a virus (Castaño-Zapata., 2009) 
Según La Sociedad Americana de Fitopatología (APS, 2003) las enfermedades comunes de las 
pasifloráceas sobre todo en maracuyá y granadilla que son de importancia comercial, incluyen  
enfermedades fungosas como antracnosis causada por Glomerella cingulata (Stoneman)  (anamorfo 
Colletotrichum gloeosporioides (Penz) en las cuales se desarrollan manchas foliares alargadas de 
color pardo oscuras y en los frutos pudriciones (Pinto et al, 2003), manchas foliares cafés causadas 
por Alternaria passiflorae J.H. Simmonds, manchas por Cercospora calospilea Syd, pudrición de la raíz 
por Haemotonectria haematococca  (anamorfo: Fusarium solani) agente causal que ha sido devastador 
de cultivos de maracuyá en Brasil y Colombia (Pinto et al., 2003), marchitamiento por Fusarium 
oxysporum f. sp. passiflorae, roya causada por Puccinia scleriae (Pazschke) y roña causada por 
Cladosporium cladosporioides (Fresen); enfermedades virales como arrugamiento foliar por virus 
candidato Potyvirus, Passion Fruit Crinckle Virus (PCV), moteados causados por Passion Fruit Mottle 
Virus (PFMoV) y mosaicos causados por Cucumber Mosaic Virus (CMV) y por último, enfermedades 
bacterianas de importancia principalmente bacteriosis incidente en Brasil y Colombia en cultivos de 
maracuyá, causadas por Xanthomonas campestris pv. passiflorae (Pereira), marchitez bacteriana 
causada por Ralstonia solanacearum (E.F. Smith), manchas superficiales aceitosas causadas por 
Pseudomonas syringae pv. passilforae y coronas en el tallo por Agrobacterium tumefaciens (Smith & 
Townsend) (APS, 2003, Angulo, 2009). 
Por otro lado, en la actualidad existe un cierto conocimiento sobre los problemas fitosanitarios 
presentes en el cultivo de gulupa de mayor incidencia. Según Angulo, 2009, Miranda et al., 2009  y 
Chocontá et al., 2007 dentro las principales enfermedades se encuentran la  “secadera” (F. solani y F. 
oxysporum) que consiste en el marchitamiento de la planta de abajo hacia arriba hasta producir su 
muerte por necrosis en haces vasculares y marchitez, “roña” (Cladosporium herbarum y Alternaria 
spp.) sobre los frutos se forman quistes de color amarillo oscuro que sobresalen en la corteza, 
“antracnosis” (Colletotrichum sp.) manchas de forma redondeada formando círculos concéntricos en 
hojas y frutos, pudrición de la raíz causada por Haemonectria haematococca  presentando una 
incidencia en zonas de producción del país en los departamentos de Boyacá y Cundinamarca y 
“mancha parda” causada por el hongo Alternaria sp., en el cual, presenta manchas formando círculos 
concéntricos oscuros principalmente en hojas y frutos (Angulo, 2009).  En cuanto a agentes 
microbianos como las bacterias ocurre la enfermedad de “Mancha de aceite” denominada también 
como bacteriosis, presumiblemente causada principalmente por Xanthomonas spp., causando daños 
en todos los órganos, pero con frecuencia en frutos y por ello existen inconvenientes en la exportación 
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y comercialización en el mercado local, considerándose de gran importancia en su control y prevalente 
en la zona del Sumapaz (Miranda et al., 2009).   
También existen enfermedades causadas por agentes virales, pero se presume que podría ser 
causadas por virus de la familia Potyviridae (Fischer y Rezende, 2009). Dentro de las enfermedades 
causadas por nematodos fioparásitos se encuentran los géneros de Meloidogyne spp. causando 
agallas en las raíces (Angulo, 2009) y Pratylenchus spp. causando lesiones necróticas en raíces. De 
igual manera, en estos cultivos se observa una frecuencia de distintas plagas principalmente la mosca 
del botón floral (Dasiops inedulis), mosca blanca (Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariom), trips 
(Thrips spp.), mosca del ovario (Lonchaea spp.) y Chizas (Ancognatha scarabeoides) (Mora y 
Benavides, 2009). 
 
3.3.2. Enfermedades bacterianas en pasifloras. 
En pasifloras los agentes causales de  “mancha de aceite” han sido específicamente las especies 
bacterianas Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae en Latinoamérica (Malavolta et al., 2001), 
Pseudomonas syringae o P. passiflorae (HortFACT, 1997) en Nueva Zelanda.  En Colombia, 
concretamente X. axonopodis pv. passiflorae y géneros bacterianos como Pseudomonas sp. y 
Agrobacterium sp. (Castillo y Granada, 1995). 
 
3.4.  Bacteriosis en gulupa (P.edulis Sims). 
 En Brasil, Pereira (1969) identificó por primera vez el agente causal en cultivos de maracuyá como 
Xanthomonas passiflorae. Posteriormente, Goncalves y Rosato (2000) y Malavolta et al., (2001) 
concluyen que el patógeno corresponde a X. axonopodis pv. passiflorae. Este género bacteriano 
fitopatógeno  tiene una amplia distribución y rango de hospedantes, en el cual pertenece a la familia 
Xanthomonadaceae de la γ-subdivisión de la clase Proteobacterias (Vauterin et al., 1995); son bacilos 
Gram negativos aerobios de un tamaño de 0.4-0.7 X 0.7- 1.8 µm , tiene  un simple flagelo polar, 
algunas especies y patovares producen una serie de pigmentos denominados xanthomonadinas de 
color amarillo, en el cual estos les confiere  en la gran mayoría de las especies características 
especificas en la forma microscópica: mucoides, convexas y amarillas en medio agar YDCA (Shaad, 
2001).  
Estas bacterias fitopatógenas son epífitas ya que se encuentran en la parte área de la planta, sobre 
todo en la parte adaxial de las hojas, en la cual es el lugar donde es más incidente la sintomatología 
que causa como las manchas y tizones foliares. Una especie de Xanthomonas,  X. axonopodis tiene 
una diversidad de patovariedades, en el cual la gran mayoría son específicos de hospedero. Además 
de desarrollar tizones foliares, también tiene la capacidad de invadir el sistema vascular causando 
marchitamiento y muertes progresivas en las plantas (Agrios, 2007).  
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En Colombia, Castillo y Granada (1995) identificaron por primera vez esta especie de X. campestris pv. 
passiflorae en cultivos de maracuyá, ubicados en el Valle del Cauca. Botero y Ramírez (1997), 
identificaron a X. campestris pv. passiflorae y Agrobacterium sp., en cultivos de maracuyá en dos 
municipios del departamento del Caldas;  realizaron pruebas de patogenicidad en cámara húmeda con 
hojas sueltas provenientes de fincas distintivas en fertilización determinando que el periodo de 
incubación es de 56 y 90 h para las concentraciones de inoculo bacteriano 3 x 109 y 3 x 106 UFC/mL, 
respectivamente. El efecto de la fertilización y una concentración mayor de inóculo disminuye el 
periodo de incubación de la enfermedad, desarrollando síntomas en 74 horas. Los autores, inocularon 
aislamientos de Xanthomonas spp. obtenidos de especies de maracuyá, en plantas de P. 
quadrangularis, P. linguaris y P. manicata, encontrando que todas ellas fueron susceptibles al 
patógeno. Este antecedente hace probable que la presencia de Xanthomonas spp. en el cultivo de 
gulupa puede tener origen a partir de plantas de maracuyá, ya que dentro de los sistemas de 
clasificación de estas plantas, la gulupa y el maracuyá son formas diferentes de P. edulis; aunque la 
información disponible acerca de la taxonomía del género Passiflora spp., no precisa la afinidad entre 
P.edulis y P. edulis f flavicarpa; sin embargo, bajo la taxonomía actual se hace evidente su similitud. 
Los aportes de esta serie de trabajos contribuyeron a desarrollar algunas nociones de la biología de la 
enfermedad en el maracuyá, y establecer un manual de control de esta enfermedad, incentivando el 
estudio en otras especies de pasifloras como la gulupa para reconocer si el agente causal podría ser el 
mismo. Sin embargo, a partir de 2008, se han realizado una serie de investigaciones preliminares en la 
identificación del agente causal de esta enfermedad de unos cultivos de gulupa del departamento de 
Cundinamarca, ya que en campo se observa la sintomatología similar y característica de la 
enfermedad en maracuyá (Figura  1), en el cual afirman la presencia de Xanthomonas por pruebas 
bioquímicas y entre otras; pero de igual manera, se requiere utilizar otras herramientas adecuadas 
para la confirmación de este agente causal. 
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Figura 1. Síntomas característicos de la enfermedad “mancha de aceite” en hojas y frutos de 
maracuyá. a. Manchas foliares necróticas con exudado aceitoso (Castillo et al., 2009). b. Manchas de 
color castaño-rojizo de aspecto aceitoso.  
 
Otros agentes causales responsables de las manchas aceitosas en frutos son causados por 
Pseudomonas syringae pv. passiflorae descrita por Young et al. (1978), tumores en los tallos centrales 
de plantas de maracuyá causados por Agrobacterium tumefaciens (Botero et al., 1998), pudriciones de 
la raíz causadas por Pectobacterium carotovorum y marchitamiento vascular causado por Ralstonia 
solanacearum  (Bradbury, 1986 cit en, Ploetz et al., 2003).  
En Nueva Zelanda y Australia uno de los problemas más serios de bacteriosis en pasifloráceas es 
causado por esta especie de P. syringae pv. passiflorae. La sintomatología es similar a la bacteriosis 
causadas por  X. axonopodis pv. passiflorae, en la cual, se presenta esta enfermedad habitualmente 
en verano y primavera; las lesiones son más frecuentes en frutos con manchas aceitosas que  a 
medida de la progresión de las mismas causan desprendimiento del fruto (HortFACT, 1997). Por otro 
lado, en algunos casos se ha observado la presencia de complejos asociados con bacterias 
fitopatógenas; p ej.  Salazar (1991)  registró dos enfermedades por sus niveles de severidad en 
cultivos de maracuyá en los departamentos de Caldas, Risaralda, Quindío y Valle del Cauca, causadas 
por el hongo Colletotrichum sp. y la bacteria Pseudomonas spp., los cuales se encontraron en un 7% 
de lesiones foliares y un 25 % en frutos. 
a. 
b. 
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La enfermedad denominada mancha de aceite ha sido reportada en países latinoamericanos como 
Colombia y Brasil (Liberato-PADIL, 2006). De igual manera, ha tenido  importancia económica por 
grandes pérdidas de cultivos en Nueva Zelanda y Australia (Ploetz, 2003). Es una enfermedad de alta 
incidencia y en general en especies pasifloráceas susceptibles, por lo anterior es difícil su control. Por 
ello, se ha realizado una serie de comunicados técnicos sobre el manejo de la enfermedad. 
 
3.4.1. Características principales de bacteriosis en gulupa.  
Esta enfermedad ataca la parte área de la planta principalmente presentando formas de infección 
localizada o sistémica, el cual pueden estar conjuntamente asociadas. Cuando se presenta de forma 
localizada se limita  la presencia de solo síntomas característicos en las hojas jóvenes. En la forma de 
infección sistémica, los agentes bacterianos pueden diseminarse en toda la planta dependiendo de 
factores de patogenicidad específicos (Santos Filho et al., 2004; Kimati et al., 2005).  Se ha 
denominado de esta manera, por la presencia de manchas muy pequeñas en frutos verdes y maduros 
que se extienden y se unen a otras hasta formar una mancha de color castaño-rojizo o transparente 
con bordes de aspecto aceitoso. Inicialmente esta infección se desarrolla en las hojas mostrando 
puntos iniciales translúcidos y acompañados con un halo clorótico, con aspecto aceitoso que después 
se transforman a una coloración verde oscura con diversas manchas difusas con un tamaño medio de 
3 a 4 mm, luego se torna flácido previamente a la manifestación de necrosis, evolucionando al final en 
lesiones pardas y secas (Figura 2). Las lesiones se pueden presentar en cualquier área de la lámina 
foliar, pero son más comunes en el ápice o a lo largo del margen lateral (Castaño-Zapata, cit. Miranda, 
2009). Cuando las precipitaciones aumentan en el cultivo, las lesiones se extienden y el agente 
penetra a través de los vasos de los pecíolos de las hojas, provocando  desprendimiento de las 
mismas y necrosis generalizada. Esto es debido a que la bacteria avanza a través de las nervaduras 
hasta los vasos más finos, lo que provoca estrías longitudinales y en tallos necrosis progresiva  
(Monteiro de Campos, 2001, Pinto et al., 2003). 
En el departamento de Cundinamarca, los síntomas asociados a infecciones bacterianas se han 
detectado en todas las regiones evaluadas de la provincia del Sumapáz presentándose daños 
intermedios a severos en diferentes órganos de las plantas analizadas; en un estudio en esta región de 
su epidemiología, Mora et al., 2009 reportan que la incidencia en los lotes infectados varía del 30% al 
95% donde los factores ambientales que favorecieron el desarrollo y la incidencia de esta enfermedad 
fueron una precipitación media de 3,29 mm, temperatura media de 20,8°C, humectación de la lámina 
foliar  366,5 por minuto y una humedad relativa media de 72.1%. Estas condiciones son óptimas para 
la prevalencia de un constante ambiente húmedo y predisponente para el establecimiento y progresión 
de esta enfermedad. 
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Figura 2. Síntomas asociados a bacteriosis en gulupa (P.edulis Sims) en algunas zonas de 
Cundinamarca. a. Manchas foliares necróticas con aspecto aceitoso asociadas a las nervaduras. b. 
desprendimiento de hojas. c. Necrosis puntuales con halos aceitosos en tallo. d. Manchas aceitosas de 
color pardo.  
 
Cuando la enfermedad está en un estado avanzado las manchas en los frutos pueden extenderse a 
unas pudriciones, es decir, las bacterias penetran la pulpa conllevando a la pérdida del fruto al ser 
inservible para ser comercializado (Ploetz, 2003). 
3.4.2. Epidemiología.   
La gran mayoría de fitobacterias como p ej. X. axonopodis pv. passiflorae, tienen una fase residente 
epífita en las superficies aéreas de la planta donde inicialmente se comportan como comensales 
(Leben, 1965;), permaneciendo estos agentes de forma latente (Hayward, 1974). Sin embargo, cuando 
las condiciones ambientales o de la planta hospedera favorecen el desarrollo de la enfermedad de 
mancha de aceite, estos agentes causales pueden iniciar el desarrollo de la enfermedad colonizando 
la superficie de las hojas, aumentando su población y dando lugar a la entrada al tejido foliar a través 
de los estomas y los hidátodos (Hirano y Upper, 1983). Otros caracteres importantes que permiten la 
entrada de estas fitobacterias foliares son las heridas causadas por daño mecánico con herramientas 
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de trabajo e insectos asociados al cultivo, pero este último todavía no ha sido demostrado (Ploetz, 
2003). 
De acuerdo a lo mencionado anteriormente, las condiciones que favorecen la enfermedad son una alta 
humedad relativa como el monzón súper húmedo tropical, típico de Amazonia en Brasil, donde se 
observa una alta frecuencia de precipitaciones llegando a 2000 mm anuales en el cual permite 
mantener una película de agua en la superficie de las hojas. Por otro lado, los tiempos de duplicación 
bacteriana en la planta pueden variar por especie fitobacteriana, p ej. en Xanthomonas spp., varía de 
6-7 días, además el desarrollo de la enfermedad podría estar determinada a cierta temperatura  óptima 
que podría oscilar entre 20-25 ºC o con una media anual de 26ºC. En general, el desarrollo de este tipo 
de enfermedad bacteriana depende de que las condiciones favorables sean constantes para el 
crecimiento de las fitobacterias  y garantizar la progresión de la misma. Sin embargo, los  cambios en 
el clima a lo largo del año e incluso en los ciclos día-noche podrían ser una desventaja para que la 
velocidad de crecimiento de estos agentes causales sea constante (López et al., 1999). 
Otro aspecto importante para asegurar la permanencia en el huésped son los sistemas de 
supervivencia de inóculo como la residencia en semillas (Gitaitis y Walcott, 2007), p. ej,  Castillo y 
Granada (1995) aseguraron en la enfermedad de mancha de aceite en maracuyá  no hay una relación 
en la diseminación de la enfermedad por semillas. Otras formas de supervivencia son material vegetal 
previamente infectado en descomposición en el suelo y permanencia en tejidos de la planta como 
epífitas y en plantas no hospederas o residentes en el suelo (López et al., 1999). Lo anterior está en 
relación con un estudio realizado por Gent et al., (2005), donde se determinó la supervivencia de 
poblaciones epífitas de X. axonopodis pv. prunni en la filósfera en plantas de cebolla y un rasgo de 
hospederos de leguminosas y supervivencia en suelo por largos periodos de tiempo.  La población 
epifítica de este microorganismo fue capaz de multiplicarse ante condiciones ambientales extremas en 
extensos periodos de tiempo en la filósfera de las plantas utilizadas. En el suelo, a partir de 35 días de 
pos inoculación se observó una población epifítica de 101 hasta 106 UFC/g. De igual manera, la 
población presenta esa capacidad de supervivencia en otros hospedantes alternos utilizados como 
cultivos intercalados y rotativos, por lo cual esto hace difícil la prevención y manejo de estas 
enfermedades.   
Por otro lado, la disponibilidad de ciertas formas de nitrógeno y  de micronutrientes como el zinc, hierro 
y boro,  pueden incrementar o no la enfermedad  bacteriana. La presencia de ciertas concentraciones 
de estos compuestos en la planta hospedante o deficiencia de alguno de ellos, están en relación en la 
regulación de la producción de factores de virulencia específicamente en especies como Xanthomonas 
campestris y diferentes especies de Erwinia. Por ejemplo, el zinc y el hierro cuando se encuentran 
deficientes en el hospedante predisponen a la síntesis de proteínas como la aconitasa, la cual es 
precursora de factores de patogenicidad, mientras el aumento de nitrógeno favorece los procesos 
patogénicos en esta especie bacteriana mediante el aumento de suculencia foliar (Datnoff et al., 2007).  
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3.5. Métodos de diagnóstico e identificación de bacterias fitopatógenas.  
Para realizar el diagnóstico de bacterias fitopatógenas es importante la observación de la 
sintomatología en campo y la información general del cultivo, ya que es una clave para reconocer de 
manera preliminar el agente etiológico de la enfermedad. Posteriormente se realizan pruebas 
bioquímicas que ayudan a diferenciar de un género predominante a otro por sus características 
diferenciales en sus vías metabólicas y de crecimiento (Shaad, 2001) (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Claves usadas para diferenciar entre géneros de fitobacterias. 
Pruebas 
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B
ac
ill
us
 
Gram positivas - - - - - - - - - + + + 
Hidrólisis de 
mucoides en YDC a 
30 °C 
- - + - + - + - + + ND ND 
Crecimiento 
anaerobio 
+ + - - - - - - - - + + 
Crecimiento aerobio 
- - - - - - - - - - + - 
Colonias amarillas o 
anaranjadas en 
YDC 
- + - - - - + + - + - - 
Pigmento 
fluorescente en KB 
- - - + - - - - - - - - 
Ureasa - - + - + V - + ND - ND ND 
Oxidasa - - + - + + - - + - - V 
Crecimiento en DIM 
agar. 
- - - - - - - - + - - - 
*Tomado de Shaad, 2001. ND: no determinado y V: variable entre 21 a 79% cepas positivas. 
 
3.5.1. Caracterización morfológica y técnicas bioquímicas. 
Luego de realizar una buena recolección de estas muestras vegetales, se realizan una serie de 
técnicas de aislamiento, principalmente la maceración que permite la salida de fitobacterias epifíticas 
(Shaad, 2001, Goszczynska, 2000). Posteriormente, se realiza normalmente una siembra en medios 
de cultivo de enriquecimiento primario como el Agar Nutritivo para purificar y analizar las 
características macroscópicas como la morfología de las unidades formadoras de colonias y 
características microscópicas mediante la tinción de Gram (Goszczynska, 2000). Dentro de las 
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pruebas generales para identificar el género bacteriano se encuentran las siguientes: crecimiento en 
anaerobiosis, siembra en medios de cultivo diferenciales y semiselectivos como por ejemplo NBY 
(caldo nutriente-agar extracto de levadura) y YDC (extracto de levadura-dextrosa-carbonato de calcio) 
que permiten observar características morfológicas de las colonias de Erwinia spp., Xanthomonas 
spp., Ralstonia spp. y Agrobacterium spp., prueba de oxidasa, prueba de KOH, ureasa, fluorescencia 
en agar KB, tinción flagelar, hidrólisis de almidón, reducción de nitratos a nitritos, etc. (Shaad, 2001). 
También existen otras pruebas especializadas que garantizan una mayor confiabilidad en la 
identificación de fitobacterias entre ellas: detección de bacteriocinas (Bonini et al., 2007) técnicas 
serológicas como Inmunofluorescencia, ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorbent Assay) e 
inmunodifusiòn ya que algunos estudios han aplicado estas técnicas con X. campestris pv. passiflorae 
(Beriam, 1998), técnicas automatizadas mediante procedimientos fisiológicos y bioquímicos como API 
20NE® sistema de identificación de Biomerieux, en el cual se ha adaptado en la identificación de 
algunas especies de Xanthomonas como Xanthomonas fragariae de importancia económica en Europa 
por las pérdidas en producción de cultivos de fresa (Janse et al., 2001); otros como análisis de ácidos 
grasos (MIDI) y uso de fuentes de carbono como BIOLOG (California, USA)  (Shaad, 2001, Álvarez, 
2004).  
Técnicas bioquímicas en la identificación del género Xanthomonas spp. Hay características 
particulares de cada género fitobacteriano que son de gran ayuda en la caracterización. En la 
identificación de este género bacteriano hay pruebas específicas para obtener las especies descritas 
en la Tabla 2. Las  características que ayudan en el diagnóstico de este género son la presencia de los 
pigmentos amarillos en las colonias, pruebas bioquímicas como hidrólisis de almidón positiva, son 
catalasa positiva, producción de ácidos partir de carbohidratos como arabinosa y manosa, la reducción 
de nitratos es variable, presencia de ureasa negativa y oxidasa negativa (Shaad, 2001 y Botero et al., 
1998). 
Tabla 2.  Claves usadas para diferenciar entre especies de Xanthomonas spp. 
Pruebas 
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X
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Crecimiento 
mucoide en 
YDC 
+ + - + + + + + 
Crecimiento 
a 35 C° 
+ - + + + + + + 
Crecimiento 
en SX 
+ - - - - - + - 
Hidrólisis de 
almidón 
+ + - + + - + + 
Hidrólisis de 
esculina 
+ - + + + + + + 
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Digestión de 
proteínas 
+ - - + + + + + 
Proteólisis de 
leche 
tornasolada 
Alc Alc NC Alc NC NC Alc Alc 
Formación 
de núcleos 
de hielo 
- + - - - - - + 
Formación 
de ácidos 
por: 
                
Arabinosa + - - - - - - - 
Utilización 
de : 
                
Glicerol + - + - - - + - 
melibiosa V - - - - - + - 
*Tomado de Shaad, 2001. Plant   Pathogenic Bacteria. ND: no determinado NC: no cambia  y V: variable entre 21 a 79% cepas positivas. 
 
   
3.5.2. Pruebas de patogenicidad. 
3.5.2.1 Pruebas de hipersensibilidad en plantas no hospederas. Estas pruebas biológicas  
permiten evaluar la patogenicidad de algunos agentes fitobacterianos mediante la observación de una 
necrosis localizada en el punto de inoculación de estos agentes en plantas no hospederas 
denominadas plantas indicadoras. Estas pruebas se basan en el concepto de Respuesta Hipersensible 
(RH) que es una de las manifestaciones macroscópicas que se presentan en las interacciones 
incompatibles entre el fitopatógeno y el tejido vegetal, conllevando a una muerte celular (López, 2007). 
Por lo anterior, si un agente bacteriano es de carácter fitopatógeno causa este tipo de respuesta, la 
planta reconoce factores de virulencia del mismo, desencadenando respuestas de defensa como 
necrosis celular (López, 2007). En general, estas pruebas han sido estandarizadas para la 
determinación de patogenicidad del género de Pseudomonas spp., inoculadas principalmente en la 
planta indicadora Nicotiana spp. (Fahy y Presley, 1983). Klement (1963), realizó una serie de 
inoculaciones en plantas de Nicotiana tabacum var. White Burley, donde determinó que ciertas 
especies del género de  Pseudomonas  como P. tabaci, inducían respuesta con un inóculo desde 1.0 x 
106 cels/ml  y dependiendo de esta concentración de inóculo, el tiempo de la aparición de estas 
respuestas podría ser en un período de 24 a 48 h o hasta de 3 a 4 días. A partir de los estudios de 
Klement y Sequeira, (1979), se determinaron factores que influyen en esta metodología y cómo 
influyen en la respuesta de hipersensibilidad causadas por especies bacterianas como P. 
solanacearum, P.syringae, P. fluorescens entre otras.  
Esta metodología se ha intentado estandarizar para otras especies fitopatógenas como Xanthomonas 
spp.,  Ralstonia spp., Erwinia spp, entre otras. Sin embargo, en Xanthomonas spp., se ha observado 
que el comportamiento en inducir esta respuesta en plantas de tabaco es muy variable, ya que 
depende de factores como la edad de las plantas, condiciones ambientales cono la temperatura y el 
efecto de la luz, metabolitos inhibidores de esta respuesta por parte de la planta, la concentración de 
inóculo y duración de la interacción con la planta  (Kaewnum et al, 2005, Fahy y Presley, 1983). Por lo 
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tanto, en la actualidad han intentado estandarizar estas pruebas con otras plantas indicadoras con el 
objeto de poder ser utilizadas para determinar la patogenicidad de estos géneros bacterianos 
diferentes a Pseudomonas spp. Dentro de esas plantas se encuentran los géneros de la familia 
piperáceas (p ej. Pimienta) (Kaewnum et al., 2005), y solanáceas (p ej. Pimentón, Capsicum annuum, 
var. California Wonder) donde expresan una proteína de resistencia Bs3 responsable de la respuesta 
hipersensible (Römer et al., 2007) siendo ello un caso atípico de gen-gen, ya que existe un 
reconocimiento de la proteína de avirulencia avrBs3 de algunas bacterias de Xanthomonas como X. 
campestris pv. vesicatoria, X.campestris pv. campestris entre otras (Castañeda, 2005, Cernadas, 2008 
y Knoop et al., 1991) y una nueva planta indicadora de la familia de Crassulaceae, especie Sedum 
hybridum  que permitió observar la inducción de RH tanto en grupos de fitobacterias Gram negativas 
como especies de Pseudomonas spp., Xanthomonas spp. Erwinia spp. Ralstonia spp. y Serratia 
liquefaciens y Gram positivas como Clavibacter michiganensis y Bacillus megaterium (Umesha et al., 
2008). 
            3.5.2.2.  Pruebas de patogenicidad en plantas hospedantes. Estas pruebas se realizan en  
el huésped donde ha sido aislado estos agentes fitopatógenos para verificar y evaluar la manifestación 
de síntomas en las mismas. Para desarrollar estas pruebas se debe preparar el inóculo bacteriano 
adecuado, es decir una concentración celular capaz de reproducir síntomas característicos de la 
enfermedad; luego utilizar un método de inoculación dependiendo de la forma de entrada en la planta y 
sitios de localización en la misma y  por último, estos ensayos se  deben mantener condiciones 
favorables para representar los síntomas característicos de la enfermedad como las cámaras 
húmedas. El desarrollo de estas pruebas se puede determinar el periodo de incubación, aparición y 
progresión de síntomas; luego para validar este ensayo se debe reaislar a partir de esas lesiones la 
cepa bacteriana inoculada (Goszczynska, 2000 y Shaad, 2001). Estos ensayos biológicos son también 
una herramienta para restringir especies bacterianas en patovariedades y razas (Fargier y Manceau, 
2007)  y comprobar que estas anteriores, sean capaces de causar enfermedad en otros hospedantes  
(Zhao et al., 2000).  
Sin embargo, en la actualidad existen algunas inconsistencias en la determinación de la patovariedad 
de fitobacterias de importancia como Pseudomonas, Xanthomonas y algunas especies de 
Corynebacterium, por ello, este carácter de infra subespecie no está regulado totalmente por el código 
de normas y documentos del Código Internacional de Nomenclatura de Procariotas y Estándares 
Internacionales de Nombramiento de patovares de bacterias fitopatógenas, conllevando a confusión en 
la comunicación científica y dando lugar a posibles  ambigüedades en la nomenclatura de estos 
agentes fitopatógenas  (Young, 2008). En realidad, en algunas especies fitobacterianas no se han 
definido con precisión la gama de hospederos por la falta de estudios biológicos de patogenicidad, ya 
que el nombramiento de “patovar” debe ser aprobada si son de una precisión limitada, o sea de un 
solo hospedante (Vauterin et al., 2000). Por ello, es necesario demostrar a través del desarrollo de una 
serie de pruebas de patogenicidad el rango de hospederos que el patógeno podría tener (Young, 
2008). 
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3.5.3.  Pruebas moleculares. 
En la actualidad, las técnicas moleculares han sido de una gran ayuda en la identificación y la 
caracterización taxonómica en general del grupo de fitopatógenos cultivables o no cultivables 
garantizando una mayor sensibilidad y especificidad en la detección (López et al., 2003). Dentro de 
estas técnicas se encuentran: hibridación de ADN-ADN, microarreglos ADN, PCR (Polymerase Chain 
Reaction), FISH (Fluorescence in situ hybridisation) y variantes de la técnica de PCR como Real- Time 
PCR, Co-PCR (cooperativa), PCR múltiple entre otras (López et al., 2003; Álvarez, 2004).  
Las  metodologías que permiten ubicar taxonómicamente una bacteria en género y especie es la 
secuenciación de la región 16S ADNr y de las regiones intergénicas (ITS) 16S-23S del operón ADNr, 
ya que estas regiones genómicas son conservadas y constitutivas entre géneros bacterianos (Barry et 
al., 1991; Oliver et al., 2005). La región genómica de 16S rADN es fácil amplificarla y secuenciarla 
mediante el uso de primers universales (Weisburg et al., 1991); además el análisis de esta región está 
basado en la homología que existe entre géneros bacterianos reflejando una relación filogenética 
presumible (Oliver et al., 2005). En relación con lo anterior, Hauben et al., (1997) realizaron una 
comparación de esta región genómica de todas las especies de Xanthomonas donde observaron una 
similaridad de 98.2% entre ellas. La secuenciación de las regiones ITS 16S-23S de bacterias 
fitopatógenas ha sido útiles para también analizar relaciones filogenéticas entre bacterias ubicándolas 
en diferentes niveles taxonómicos (Barry et al., 1991) y ha sido adaptado en técnicas basados en PCR 
como RFLP específicos de estas regiones intergénicas (Gonçalves y Rosato, 2000). Sin embargo, 
entre especies bacterianas podría existir una variabilidad entre estas regiones analizadas, por ello se 
debe escoger ITS altamente conservadas para observar homología entre especies (Gürtler y 
Stanisichi, 1996).  Gonçalves y Rosato, (2000) utilizaron este tipo de análisis para genotipificar 
aislamientos relacionados con bacteriosis en maracuyá y observaron que la ubicación taxonómica de 
estas cepas no es consistente, sugiriendo que,  en general, el grupo de Xanthomonas existe cierta 
heterogeneidad genética. Munhoz (2009), diseñó unos primers específicos para esta especie 
bacteriana a partir de regiones ITS 16S-23S, el cual permiten un diagnóstico del agente causal más 
efectivo y se realiza mediante una PCR anidada. Por otro lado, en los últimos años también se han 
diseñado primers para amplificar genes “house-keeping”, los cuales tienen como característica de ser 
conservativos en géneros bacterianos y también pueden permitir una identificación completa de 
bacterias fitopatogénas (Pelludat et al, 2009). Estos genes son rpoB (gen de la subunidad beta de la 
ARN polimerasa), groELneg (gen de la proteína de shock térmico en gram negativos) gltA (gen de 
proteína citrato sintetasa), ftsZ (gen de la proteína de división celular). 
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4. MATERIALES Y METODOS 
La metodología realizada en este trabajo se esquematiza de la siguiente manera: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Esquema de la metodología realizada en este trabajo. 
Recolección de muestras en campo en 9 departamentos en Colombia (96 muestras) 
Procesamiento de muestras y obtención de 132 aislamientos 
Pruebas de patogenicidad en planta indicadora 132 aislamientos 
No presentaron Respuesta 
Hipersensible: 69 aislamientos. 
Endófitos y otros no 
patogénicos. 
Pruebas de patogenicidad en 
hojas desprendidas de gulupa a 
63 aislamientos. 
Presentaron RH: 
63 aislamientos 
 
Aislamientos  patogénicos Específicos 
a gulupa. (22 aislamientos) 
Pruebas de patogenicidad en plantas adultas de gulupa: 
1. Evaluación de progresión de síntomas. (8 aislamientos) 
2. Dinámica poblacional. (2 aislamientos) 
3. Análisis histopatológico (3 aislamientos) 
Identificación de géneros  de 132 aislamientos (pruebas bioquímicas básicas) 
Pruebas específicas para identificación de especie 
Pruebas  bioquímicas (API 
20 NE): triptófano, urea, 
esculina, gelatina, 
arabinosa, manitol y 
maltosa. 
 
Análisis moleculares: 
Identificación por gen 
conservado ADNr 16S y 
región especifica de ITS 
16S-23S ADNr. 
Pérdida de 
patogenicidad (14 
aislamientos) 
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4.1 Localización de la investigación 
Esta investigación se  desarrolló en la Faculta de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia, 
sede Bogotá en el Laboratorio de Microbiología. Las pruebas de patogenicidad se  realizaron en los 
invernaderos, las pruebas de hipersensibilidad en planta indicadora se realizaron en el Laboratorio de 
Fisiología Vegetal y los análisis moleculares en el laboratorio de Biotecnología “Antonio Angarita” de la 
misma facultad. 
 
4.2. Recolección  de material vegetal enfermo y obtención de aislamientos 
El desarrollo del estudio fue descriptivo, se realizaron muestreos en algunas zonas productoras de 
gulupa (P. edulis) y maracuyá (P. edulis f. flavicarpa) en los  departamentos de Cundinamarca, 
Boyacá, Tolima, Huila, Antioquia, Valle del Cauca, Caldas, Risaralda y Meta. Las fincas donde se 
recolectó el material afectado tienen adjuntos datos descriptivos que determinan características 
agronómicas generales del cultivo de origen como altitud, latitud, municipio, departamento y otros 
datos generales como nombre de la finca, del agricultor y de la vereda (Anexo 1A). Estos datos forman 
parte de la hoja de vida de los aislamientos bacterianos resultantes. Las muestras recolectadas 
presentaron sintomatología asociada a bacteriosis en hojas, frutos y tallos.  
El tejido enfermo recolectado se desinfectó siguiendo el protocolo de Botero y Ramírez, (1997). 
Posteriormente, los fragmentos se maceraron en morteros estériles y a partir de estos, se realizaron 
siembras por agotamiento en el medio de cultivo Agar nutritivo Oxoid® (AN) e incubados a 21°C por 
48-72 horas. Los aislamientos microbianos se mantuvieron en medios de cultivos enriquecidos a 4°C y 
reactivados cada dos meses, mediante siembra por agotamiento en AN y Agar extracto de levadura 
dextrosa carbonato (YDCA), incubados a 21°C por 48-72 horas y nuevamente almacenados a 4°C. Se 
empleó un segundo método de preservación que consistió en realizar siembras masivas puras en AN y 
luego se incubaron a 28 o 30 C° por 48 h. Se tomaron las colonias puras con aplicadores estériles y se 
dispensaron en tubos de 10 ml con glicerol al 15%. Se disolvió la mezcla completamente en vórtex. La 
solución de glicerol al 15% con la masa bacteriana contenida, se dispensó en 4 o 5 crioviales, según 
las copias que se deseaban guardar. Luego de lo anterior, se almacenaron a -80C°. 
Los aislamientos se codificaron en un consecutivo y se les asignó la sigla FAB (Facultad de 
Agronomía-Bacterias), se realizaron registros completos de su muestra de origen, ubicación y demás 
características. 
 
4.3. Pruebas bioquímicas para identificación de géneros bacterianos colectados. 
 Las características macroscópicas de los aislamientos primarios se determinaron mediante la 
observación de la forma, elevación y borde de las colonias en medios de YDCA, Agar Almidón (AA) y 
Agar Luria Peptona Glucosa (LPGA) (Tortora, 1993; Goszczynska, 2000). Para determinar sus 
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características microscópicas se realizaron coloraciones de Gram. Se realizaron una serie de pruebas 
bioquímicas básicas que son determinantes para caracterizar cada aislamiento hasta género: 
Pruebas de oxido-reducción. Se tomó una colonia pura de cada aislamiento de 24 a 48 h de 
crecimiento y se inoculó en cada tubo con y sin aceite mineral. Se incubaron a 30 ºC por 24 horas. La 
coloración amarilla en los tubos no recubiertos y en los recubiertos significa que ha habido 
degradación fermentativa del correspondiente carbohidrato, en tanto que la coloración amarilla 
exclusivamente en los tubos no recubiertos significa que la degradación ha sido oxidativa (Shaad, 
2001). 
Pruebas de catalasa. Se tomó una colonia pura de 24 a 48 h de cada aislamiento patogénico con 
características presumibles de Xanthomonas sp. y se le adicionó peróxido de hidrogeno (H2O2) al 10 % 
(Merck). Luego de unos segundos, la presencia de un intenso burbujeo indicó una reacción positiva 
(Botero et al., 1998). 
Prueba de oxidasa. Se colocó una colonia pura de 24 a 48 h  a una tirilla de citocromo oxidasa 
(Merck).Tras una observación de 5-10 segundos  una coloración amarilla indicó una reacción negativa. 
Las pruebas anteriores confirman que los aislamientos pueden degradar fuentes de carbono en 
condiciones de aerobiosis, como lo son la mayoría de las bacterias fitopatógenas (Shaad, 2001). 
Hidrólisis de almidón. Se realizaron siembras de las cepas bacterianas en Agar Almidón y se incubaron 
a 30 Cº por 48 a 72 h. Tras un  periodo de incubación, al agregar yodo se observa un halo trasparente 
en el borde de las colonias lo que indica una reacción positiva (Shaad, 2001). 
Otras pruebas bioquímicas. Se realizaron siembras en Agar Leche para determinar la hidrólisis de 
caseína, siembra en YDCA para la producción de exopolisacáridos y KB para la producción de 
pioverdinas y piocianinas, medio movilidad para determinar la presencia de flagelos y por último, medio 
TSI (Triple Sugar Iron) para observar la fermentación de glucosa, lactosa y sacarosa y producción de 
H2S (Botero et al., 1998).  
 
4.4 Pruebas de patogenicidad. 
4.4.1 Preparación de inóculo. 
Curva de densidad óptica y crecimiento: Para estandarizar la concentración de inóculo para pruebas 
de patogenicidad se siguió la metodología descrita por Huertas (2001) y Shaad (2001) con el 
aislamiento X. axonopodis pv. manihotis CIO151 y Xanthomonas FAB053 en un espectrofotómetro 
Smart Spec ™ Plus a una longitud de onda 600 nm. A partir del desarrollo de una curva de calibración 
con distintas absorbancias y sus correspondientes concentraciones celulares de este microorganismo 
ya caracterizado por López et al. (2005), se estandarizó la preparación de inóculos de los demás 
aislamientos utilizados en los diferentes ensayos. 
Medición de absorbancia: Se realizó en un espectrofotómetro Smart Spec ™ Plus a una longitud de 
onda estándar de 600nm.  Para cuantificar la concentración bacteriana correspondiente a la 
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absorbancia resultante de la lectura de cada aislamiento utilizado, se realizaron diluciones seriadas a 
base 10 (transfiriendo 100 µL de la suspensión a un tubo con 900 µL de solución salina al 0.85%, 
completando diluciones hasta 10-6). Los inóculos recomendables son  entre 1.0 x 108 -6.0 x108. 
UFC/mL,   D.O600nm aproximada de 0.1-0.25 (Botero et al., 2009).  
 
4.4.2 Pruebas de patogenicidad en planta indicadora. 
Se realizaron unas pruebas de hipersensibilidad en plantas de Capsicum annum, var. California 
Wonder procedentes de semilleros comerciales para determinar géneros de bacterias patogénicas  
que  induzcan esta respuesta de hipersensibilidad en esta variedad de planta (Castañeda, 2005, 
Knoop et al., 1991 y Römer et al., 2007). Estos ensayos se realizaron con los 132 aislamientos 
bacterianos del cepario (Anexo 1B), además dos controles de cepas externas (Xanthomonas 
axonopodis pv. manihotis CIO151 facilitada por el Dr. Camilo López de la Facultad de Biología y  
Pseudomonas fluorescens PFIB007 y PFIB029 facilitadas por el Dr. Daniel Uribe del Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá) UNAL, Bogotá y  un control 
absoluto con solución salina estéril al 0.85%.  
Los inoculaciones se realizaron con infiltraciones presionando el émbolo de una jeringa de insulina en 
la superficie abaxial de la hoja de pimentón entre nervaduras y la suspensión bacteriana inoculada 
correspondiente fue a D.O 600nm=0.7 ~ 4.0 x 10 9 UFC/ml. Se observó la respuesta en tejido a las 18, 
24, 36 y 48 h, La unidad experimental fue una hoja inoculada con cada cepa bacteriana. Durante este 
ensayo las plantas se mantuvieron en un cuarto de crecimiento del laboratorio de Fisiología, Facultad 
de Agronomía a 28C°, humedad relativa entre el 70-80% y fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad. 
 
4.5. Pruebas de patogenicidad en gulupa (P. edulis).    
Se utilizaron plantas de vivero y de aproximadamente 2 a 4 meses de edad. Para las pruebas de 
patogenicidad de cámaras húmedas se utilizaron 3 hojas jóvenes desprendidas con previa 
desinfección por cada cepa analizada.  
Pruebas de patogenicidad en hojas desprendidas: se realizaron unos ensayos de patogenicidad con 
hojas desprendidas de gulupa en cámaras húmedas para estandarizar los métodos de inoculación y 
dos concentraciones bacterianas (~D.O600nm: 0.2= 6 X 108 UFC/mL y D.O600nm: 0.7=  4 x 109 UFC/mL).  
Estas cámaras eran revisadas periódicamente hasta observar manifestaciones de síntomas en las 
hojas de las plantas desde la segunda semana de inoculación y también para determinar el método de 
inoculación más efectivo. Para este fin se emplearon las 63 cepas bacterianas que presentaron 
respuesta hipersensible en los ensayos de patogenicidad en pimentón. Cada aislamiento fue 
resuspendido en 10 mL de solución salina al 0.85%. Testigo: Agua destilada estéril. Para este fin se 
estandarizaron 8 métodos de inoculación:  
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1). Gota. Inoculación de 10 µl de la suspensión bacteriana sobre la lámina superior de la hoja sin 
ningún daño mecánico.  
2). Aspersión sin daño. Se sumergió por unos 5 a 10 segundos la hoja desprendida en la suspensión 
bacteriana.  
3). Aspersión con daño. En la superficie de las hojas se agregó carbodurum,  abrasivo artificial y luego 
se sumergieron las hojas en la suspensión bacteriana. 
4). Abrasión con cepillo. Se realizó un daño suave con un cepillo de cerdas de acero previamente 
sumergido en cada suspensión bacteriana sobre la lámina superior de la hoja (Botero y Ramírez, 
1997).  
5). Inyección de inóculo por nervadura central. Se tomó 0.1 mL de suspensión bacteriana con una 
jeringa de 1/3 c.c. y luego se inyectó en la nervadura central con el fin de extender la cantidad de 
inóculo en las distintas interacciones del tejido vegetal (Klement, 1963). 
6). Daño con Corte de Tijeras. Se sumergieron las láminas cortantes de las tijeras a la suspensión 
bacteriana. Luego de lo anterior, se realizaron cortes longitudinales a las hojas. El control negativo 
corresponderá a la inoculación con tres cortes al lado izquierdo en la lamina superior de la hoja 
(Barker, 2002, Castañeda, 2005, Zarela et al., 2007, Ruz et al., 2008).  
7). Discos de papel de filtro. Se sumergió un disco de papel de filtro en la suspensión bacteriana; luego 
se realizaban pequeños daños con una aguja hipodérmica y se dejaba 5 a 10 minutos el disco de 
papel de filtro.  
8) Infiltración de la suspensión con una jeringa de1/3 c.c. Se realiza una infiltración en una área 
aproximada de 0.5 cm2 en el envés de la hoja (Castañeda, 2005 y Ruz et al., 2008).  
 
Pruebas de patogenicidad en plantas adultas. Estas pruebas se realizaron en plantas de gulupa de 2-4 
meses de edad con 22 aislamientos que presentaron en la 1ra semana pos inoculación síntomas más 
agresivos del ensayo de patogenicidad anterior. Cada aislamiento contó con 3 repeticiones y  para el 
control absoluto se inocularon 3 plantas con agua destilada estéril.  Estas plantas se ubicaron en el 
invernadero de la Facultad de Agronomía y se emplearon los métodos de inyección con émbolo y corte 
de tijeras inoculando suspensiones bacterianas de D.O600nm: 0.2  (1.0 x 108 a 3.8 x10 8 UFC/mL) estas 
inoculaciones se realizaron en hojas siguientes a las yemas o puntos de crecimiento y las plantas 
fueron mantenidas a una humedad relativa del 80% y una temperatura de 20-25°C por 4 a 5 semanas. 
Las evaluaciones de progresión de síntomas se realizaron a partir del día 0 de inoculación y luego 
cada dos días  hasta completar 3 semanas de progresión de síntomas. Se realizó una evaluación 
cualitativa a partir de una escala visual diseñada para este propósito, el cual  permitió hacer  un  
registro fotográfico  de la progresión de la lesión, con el fin de determinar el periodo de incubación y  el 
crecimiento de la lesión en el tiempo pos-inoculación (Figura 13).  
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La dinámica poblacional del inóculo en las plantas se evaluó  en dos cepas bacterianas Xanthomonas 
axonopodis FAB147 y FAB151. Estas cepas bacterianas fueron seleccionadas por ser contrastantes 
en el anterior ensayo; el aislamiento FAB151 presentó síntomas marcados en el menor tiempo a 
comparación con FAB147 la cual origina síntomas en el hospedero de forma tardía. Para este 
propósito se calculó el número de unidades formadoras de colonias (UFC)/4 cm2 hojas de plantas de 
gulupa de 2 meses de edad. Se realizó una inoculación en el envés de la hoja con suspensiones 
bacterianas de 1 X 108  UFC/ml aproximadamente cubriendo una zona de 0.5 mm de diámetro. Se 
tomaron discos de tejido con un sacabocados de 22 mm de diámetro cada dos días a partir del día 1 
hasta 15 días pos-inoculación (Castañeda 2005, Robinson et al., 2008 y Zapata et al., 2002). Luego de 
una previa desinfección,  estos tejidos se maceraron en una caja de Petri estéril con 1 ml de agua 
destilada estéril, tomándose 100 µl para realizar diluciones seriadas hasta llegar a 10-10. Estas 
diluciones seriadas fueron plateadas en cajas de AN y se realizó la lectura de colonias correspondiente 
a cada tiempo. 
 
4.6. Cortes Histopatológicos.  
Con lesiones resultantes de las pruebas de patogenicidad, se realizaron análisis histológicos mediante 
la técnica de cortes en parafina  de Smith y Dickey, 1981 en hojas y tallos infectados con algunos  
aislamientos de X. axonopodis FAB145, FAB146 y FAB149. Se tomaron fragmentos de 5mm de cada 
lesión y se sometieron a un proceso de fijación propuesto por Smith y Dickey, 1981, mediante el cual 
se fijaron con una solución de Formalina- Alcohol-Acetona (FAA) por 24 h. Luego, se llevó a cabo un 
proceso de deshidratación con 5 cambios de alcohol a concentraciones ascendentes cada una por 24 
h. Seguido, se realizó una imbibición con 4 cambios distintos de vol/vol de tert-butanol: alcohol 96%. 
Después, se realizó una inclusión con parafina, de la cual se tomaron bloques con el fin de realizar los 
cortes a 6 micrones sobre un micrótomo de rotación tipo Minot, Modelo Spencer 820 en el laboratorio 
de Microbiología de la Facultad de Agronomía. Seguido a la fijación en láminas portaobjetos de los 
cortes, se realizó una coloración de Brown-Hopps, el cual consiste en una coloración de Gram con 
coloración de fondo con ácido pícrico-acetona especial para cortes histológicos y observar bacterias 
exclusivamente (Prophet et al., 1995). 
 
4.7. Pruebas bioquímicas específicas para identificación de especie bacteriana. 
Los 22 aislamientos patogénicos resultantes que presentaron síntomas característicos en las 
anteriores pruebas de patogenicidad en invernadero se les realizó una caracterización bioquímica con 
pruebas sistematizadas como API 20NE; este es utilizado para el análisis de bacterias Gram negativas 
no enterobacterias) (Tabla 5).   
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4.8. Identificación molecular mediante la secuenciación de ADNr 16S y amplificación de una 
región específica ITS 16S-23S ADNr. 
Con el fin de caracterizar algunas bacterias patogénicas hasta género y especie amplificando el gen 
conservado ADNr 16S (gen de la subunidad 16S ribosomal) (Hauben et al., 1997), se analizaron 22 
cepas patogénicas las cuales algunas comparten y otras tienen distintas características 
morfofisiológicas.  
Extracción de ADN Total: Esta fase se realizó siguiendo el protocolo modificado de Castañeda (2005): 
Se realizó una lisis celular convencional a los aislamientos analizados. Seguido a lo anterior, se realizó 
una separación de fase proteica y acuosa con Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamil (25:24:1) dejando 1-2 
h en incubación a temperatura ambiente. Después de ello, se centrifugó por 15 minutos a 5000 g. La 
anterior operación se repitió nuevamente unicamente mezclando bien. Se realizó otra extracción con 
Cloroformo: Alcohol Isoamil (24:1). Luego, se tomó la fase acuosa resultante y se agregó 1 volumen de 
NaOAc 3 M; los tubos fueron invertidos varias veces, y en seguida, fue adicionado 0.9 volumen de 
isopropanol, se mezcló por inversión nuevamente y se dejó 15-18 h a 4°C con el fin de realizar el 
primer precipitado de ADN. Luego, se centrifugó a 14000 r.p.m durante 20 minutos a 4°C. El pellet 
resultante se resuspendió en 600 µL de Buffer 2 (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1 mM  pH 8.0) y se agregó 2 
µL de RNasa 200 g/mL invitrogen; se realizó inversión y se incubó de 1-2 horas en baño María a 37°C. 
Después de la incubación, fue llevado a cabo nuevamente  una extracción de fase proteica con las 
mismas condiciones anteriores con fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamil (25:24:1) y Cloroformo:Alcohol 
Isoamil (24:1). Seguido a lo anterior, se realizó nuevamente una precipitación con 0.5 volumen de 
NaOAc 3 M y 1 volumen de etanol absoluto, se dejó a 4°C por 10 minutos. Se centrifugó nuevamente 
a 5000 g por 10 minutos; se descartó el sobrenadante y se dejó secar el pellet. Este  se resuspendió 
en 100 µL de agua HPLC estéril. Para cuantificar el ADN obtenido de cada muestra se realizó una 
técnica cualitativa comparando con un patrón de diluciones de ADN de fago λ (50, 100,150 y 200 
ng/µL).    
 
Condiciones para amplificaciones de ADNr 16S. La técnica de PCR se realizó usando una mezcla de 
un volumen final de 25 µL preparada con 1 µL de muestra de DNA, Buffer de Taq polimerasa 1x, 0.2 
mM de dNTPs, 1.5 mM MgCl2  , 0.6 µM de cada primer (16F27-5´AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3¨ y 
16R1525  5¨TTCTGCAGTCTAGAAGGAGGTGWTCCAGCC 3´) y 0.5 U de Taq polimerasa Invitrogen. 
Las condiciones  fueron una denaturación inicial de 94ºC por 1 minutos, 25 ciclos de amplificación 
(denaturación a 94ºC por 45 segundos, anillaje por 1 minuto cuya temperatura específica para el juego 
de primers fue de 50 ± 2ºC y extensión a 72ºC por 45 segundos) y extensión final a 72ºC por 7 
minutos y luego al finalizar se dejo a 4ºC por un tiempo indefinido. Los productos de PCR se corrieron 
en geles de Agarosa al 1.0% en buffer TAE 0.5% (Tris-Acido Acético Glacial-EDTA). Para determinar el 
tamaño de los fragmentos amplificados se usó el marcador de peso GeneRuler plus LADDER 100 pb 
Fermentas®.   
 
Comparación de secuencias de ADNr 16s obtenidas. Los fragmentos amplificados de ADNr 16S 
resultantes de la anterior PCR se enviaron a Macrogen Corea para ser  secuenciados. Luego se 
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realizó una edición de estas secuencias obtenidas y ensamblaje mediante el programa CLC DNA 
Workbench http://www.clcbio.com/index.php?id=27.  Posteriormente, se realizó un alineamiento 
mediante las herramientas por vía web como BLASTn 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) y Database Ribosomal 
Project ©  (Michigan State University,  http://rdp.cme.msu.edu) con el fin de hacer  comparaciones con 
otras secuencias depositadas en estas bases de datos para corroborar la identidad de cada cepa 
bacteriana de acuerdo al valor de similaridad. Por otro lado, mediante el programa MEGA 4.1 
(Molecular Evolutionary Genetic Analisys) se realizó con las secuencias obtenidas alineamientos 
múltiples con la herramienta Crustal W2 los cuales se utilizaron para construir árboles filogenéticos 
mediante el método de carácter estadístico como  Neighbour Joining para observar divergencia entre 
los aislamientos obtenidos y la posible distancia evolutiva que podría tener estos con otras cepas  
bacterianas aisladas de otras zonas geográficas y hospedantes reportadas en otras investigaciones. 
 
Condiciones para amplificaciones de ITS  16S-23S ADNr. Según Munhoz (2009), la técnica de PCR 
aninada se realizó usando una mezcla de un volumen final de 25 µL preparada con 2 µL de muestra 
de DNA, Buffer de Taq polimerasa 1x, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 mM MgCl2, 0,45 µM de primer interno 
(XapITSIR-5´TTCGCTTCCAGCAGTATAC 3´), 0,45 µM de primer externo reverse (XapITSR-
5´TTCCAGATTGTTTTCTAAAGC 3´), 0,90 µM  de primer externo foward (XapITSF 
5’ATCCCGACAGGCTCCACC 3´), y 0.5 U de Taq polimerasa Invitrogen. Las condiciones fueron una 
denaturación inicial de 94ºC por 3 minutos, 30 ciclos de amplificación (denaturación a 94ºC por 40 
segundos, anillaje por 40 segundos cuya temperatura específica para el juego de primers fue de 58ºC 
y extensión a 72ºC por 40 segundos) y extensión final a 72ºC por 5 minutos y luego al finalizar se dejó 
a 4ºC por un tiempo indefinido. Los productos de PCR se corrieron en geles de Agarosa al 1.0% en 
buffer TAE 0.5% (Tris-Acido Acético Glacial-EDTA). Para determinar los fragmentos amplificados se 
usó el marcador de peso GeneRuler plus LADDER 100 pb Fermentas®.   
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5. RESULTADOS. 
 
 5.1. Síntomas asociados a bacteriosis y aislamientos obtenidos 
Se obtuvieron 96 muestras en total de cultivos de gulupa, maracuyá y de otras pasifloráceas, 
específicamente de hojas, tallos y frutos afectados  (Anexo  1A). Estos muestreos se tomaron en los 
siguientes departamentos: Cundinamarca, Tolima, Boyacá, Antioquia, Huila, Valle del Cauca y eje 
cafetero.  Las zonas de recolección de cultivos de gulupa correspondieron aproximadamente a una 
altitud de 1.300 a 2.400 m.s.n.m y una temperatura que oscila de 18 a 24ºC (Anexo 2A); Por otro lado,  
las zonas de recolección de cultivos de maracuyá correspondieron a una altitud  de 500 a 1000 
m.s.n.m y una temperatura media que oscila de 23 a 27ºC. 
Para el muestreo se tuvieron en cuenta las observaciones en campo en cultivos que presumiblemente 
presentaban síntomas asociados a bacteriosis como manchas necróticas de bordes irregulares con 
aspecto aceitoso en hojas, tallos y en frutos manchas superficiales con halos aceitosos; por ello, se 
realizó un diagrama y descripción de tipo de síntomas frecuentes en los cultivos respectivos (Benítez y 
Hoyos, 2010) (Figura 4). 
     
 
 
  
Figura 4. Cuadro de tipo de síntomas generales asociados a bacteriosis en gulupa. Tipo I: Manchas 
foliares amarillas en V. Tipo II: Manchas foliares punteadas o concéntricas. Tipo III: Manchas foliares 
necróticas con exudado aceitoso. Tipo IV: Lesiones necróticas en tallos con halos aceitosos. Tipo V: 
Manchas aceitosas superficiales en fruto. Tipo VI: Lesiones exudado aceitoso en frutos. Tipo VII: 
lesiones elevadas, con halo aceitoso Tipo VIII: lesiones necróticas extendidas, en estado avanzado 
con gran cantidad de exudado aceitoso.Tomado de Benítez y Hoyos, 2010. 
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De acuerdo al análisis de la sintomatología, el tipo III corresponde a un 27% de las lesiones evaluadas 
siendo la más frecuente en campo y la más típica de la enfermedad. Esta consiste principalmente en 
manchas foliares localizadas con necrosis con exudado aceitoso y de bordes indefinidos; seguido a lo 
anterior,  los otros tipos de síntomas más frecuentes fueron los tipos I, II y VII con un 13 % a 15 % 
correspondientes a hojas y frutos (Figura 5). Los otros tipos de síntomas corresponden a porcentajes 
menores del 10% presente en hojas, frutos y tallos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Frecuencia de tipo de síntomas asociados en hojas, frutos y tallos recolectados. NC-H: 
Muestras contaminadas y/o  sin ningún crecimiento bacteriano. 
 
A partir de las 96 muestras tomadas se obtuvieron aproximadamente 132 aislamientos bacterianos, 
distribuidos por departamento como se muestra en la Tabla 3: 
 
Tabla 3. Frecuencia de aislamientos obtenidos provenientes de muestras de hojas, tallos y 
frutos de cultivos de gulupa y maracuyá de 9 departamentos en Colombia. 
Departamento Nº de Aislamientos Porcentaje 
Cundinamarca 95 68% 
Valle del Cauca 10 8% 
Boyacá 7 6% 
Tolima 6 5% 
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Huila 5 4% 
Antioquia 3 3% 
Meta 2 2% 
Caldas 2 2% 
Risaralda 2 2% 
Total 132 100% 
 
 
En Cundinamarca se han recuperado más aislamientos por muestra procesada por ser este el 
departamento donde se acentúa la bacteriosis, es decir, es consistente con la prevalencia del 
problema en campo en esta zona de producción de gulupa. En otros como Antioquia, Caldas y 
Risaralda, se hizo difícil hallar muestras en campo con síntomas de bacteriosis, sugiriendo que en el 
momento del muestreo no fue un problema fitosanitario prevalente o grave en la región.  
La mayoría de aislamientos a partir de muestras de hojas afectadas corresponden a un 59 %, lo cual 
es un indicativo de que los síntomas iniciales de la enfermedad de mancha de aceite son foliares. Con 
lo anterior puede considerarse que las hojas corresponden el sitio inicial de penetración y colonización, 
ya que la superficie de la filósfera es una fuente de carbono y azúcares para el crecimiento de estos 
agentes bacterianos; de acuerdo a lo anterior, la fuente de inóculo se encuentra en la parte área y está 
asociada con  insectos y/o heridas (Rosas et al., 2005). 
 
5.2 Caracterización de grupos bacterianos obtenidos. 
Con respecto a la determinación macroscópica y microscópica (Tabla 4), se realizó una caracterización 
de tipo de morfotipos encontrados, donde el tipo 7 fue el más semejante a las características del 
género Xanthomonas. Algunas cepas bacterianas semejantes a este género como el 2, 9 y 6 también 
se presentaron, por lo tanto, este género puede tener diferencias morfológicas dentro de los individuos 
y además en la preservación “in vitro” puede haber pérdida de algunas características morfológicas 
como pérdida de pigmentación o consistencia entre otros (Shaad, 2000). 
 
Tabla 4. Tipo de morfotipos obtenidos de cada aislamiento recuperado. 
N° Gram Forma Microscópica Color Forma Macroscópica Superficie Borde Consistencia 
1 N Cocobacilos peq Blanca irregular convexa Espiculada butirosa 
2 N Cocobacilos Ama trans. puntiforme planoconvexa Redonda butirosa 
3 N Bacilos Ama trans. circular convexa Redonda mucoide 
4 N Bacilos Crema trasn. circular convexa Redonda mucoide 
5 N Bacilos Crema irregular umbilicada Espiculada Butirosa 
6 N Cocobacilos Blanca circular convexa Espiculada cremosa 
7 N Cocobacilos amarrilla puntiforme planoconvexa Redonda mucoide 
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8 N Cocobacilos amarilla puntiforme umbilicada Redonda mucoide 
9 N Cocobacilos Amarillo claro redonda umbilicada o c Redonda cremosa 
10 N Cocobacilos Blanca fusiforme planoconvexa Espiculada butirosa 
11 N Cocobacilos Amarillo verde puntiforme convexa Redonda butirosa 
 
 
Dentro de los aislamientos obtenidos 29 cuentan con características morfofisiológicas a especies 
bacterianas de Xanthomonas spp. (Figura 6), el restante corresponden a 73 especies bacterianas 
pertenecientes a la familia de enterobacterias y 30 aislamientos correspondientes a géneros 
bacterianos oxidativos como Pseudomonas spp., Ralstonia spp., Burkholderia spp. y Agrobacterium 
spp. Estos aislamientos normalmente se hallan en complejos bacterianos por lo cual se hizo necesario 
purificarlos, observándose en su gran mayoría cocobacilos Gram negativos.  
 
 
 
Figura 6. Características macroscópicas y microscópicas afines con Xanthomonas spp. a. 
Colonias amarillas, de forma circular, superficie convexa o acuminada, borde redondo y 
consistencia mucoide o butirosa b. Coloración de Gram: Cocobacilos Gram negativos color 
rosa, 100X. Aislamiento Xanthomonas campestris FAB087. 
Las enterobacterias, con 73% se encontraban asociadas a las cepas bacterianas de Xanthomonas y 
su aislamiento fue frecuente, independientemente del sitio geográfico y órgano afectado, por lo tanto, 
se asume que se trata de una asociación biológica estable y no contaminante, probablemente de 
carácter endófito en la planta. Algunas especies de Pantoea y Erwinia se encuentran como bacterias 
endófitas en varias especies de plantas perennes como el eucalipto (Brady et al., 2009). 
 
5.3.  Pruebas de patogenicidad. 
En las curvas de calibración se realizó un análisis con respecto a la concentración bacteriana (UFC/ml) 
y su equivalencia en cada D.O600nm hasta 0,5 abs. La figura 7a  muestra la curva de calibración de Xam 
CIO 151, se observa que a D.O600nm: 0.1 equivale a 3 X 106 UFC/mL; a medida del aumento de 
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absorbancia aumenta la concentración bacteriana (UFC/mL)  hasta aproximadamente 2 X 107 
UFC/mL. Por otro lado, en la Figura 7b, se observa a D.O600nm: 0.1 equivale a 8 X 107 UFC/mL y a 
D.O600nm: 0.2 equivale a 6 X 108 UFC/mL;  una D.O600nm: mayor a 0.4 equivalen aproximadamente a 3 x 
109 UFC/mL.  De acuerdo a lo anterior, las absorbancias estándar para utilizar en el desarrollo de 
pruebas de patogenicidad en gulupa son de un rango entre D.O600nm: 0.1-0.2 y para las pruebas de RH 
no hospedera a D.O600nm > 0.4. 
 
 
Figura 7. Curvas de calibración de inóculo a. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis CIO151 
(López, 2008). b. X. axonopodisFAB053  
 
5.3.1  Determinación de patogenicidad mediante  pruebas de respuestas de sensibilidad  en 
plantas indicadoras. 
Las respuestas hipersensibles se caracterizan por presentar necrosis localizada en el punto de 
inoculación de la suspensión bacteriana después de 24 h, 48 h y hasta 72 h (Klement, 1963). Los 
aislamientos que presentaron esta respuesta incompatible con el tejido del pimentón se muestra en la 
figura 8. 
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Figura 8. Observación de reacción de hipersensibilidad en el aislamiento Xanthomonas axonopodis 
FAB091, originario de Cundinamarca. RH: Reacción a las 24-48 h, CN: Control negativo. 
El 50% (63) de los aislamientos del cepario, presentaron respuesta de hipersensibilidad luego de 24 h 
de inoculación. Estos se podrían considerar como patogénicos y probablemente pertenezcan al género 
de Xanthomonas spp. Sin embargo, un porcentaje de los mismos podrían pertenecer a otro género 
bacteriano, teniendo la capacidad de generar este tipo de respuesta en esta planta indicadora 
específicamente.  
De la totalidad de los  aislamientos que presentaron esta respuesta 24 horas pos-inoculación,  el 55% 
fueron originarios del departamento de Cundinamarca y el 45 % restante correspondieron a los 
departamentos de Valle del Cauca, Tolima, Huila, Boyacá y Antioquia (Anexo 2). 15 aislamientos 
originaros del departamento del Valle del Cauca,  aislados de muestras de maracuyá presentaron este 
tipo de respuesta, por tanto,  estos aislamientos también se consideraron como patogénicos.  
De hecho, la gran mayoría de estos aislamientos tuvieron morfología similar a Xanthomonas spp. y 
algunos de estos fueron caracterizados bioquímicamente confirmando que los mismos pertenecen a 
este género bacteriano.  
 
5.3.2. Pruebas de patogenicidad en material vegetal de gulupa.  
Se emplearon métodos de inoculación mencionados en el numeral 4.5 con 14 aislamientos con 
orígenes y morfología macroscópica contrastante que permitió observar respuestas no patogénicas y/o 
reproducción de síntomas característicos de la enfermedad. Los controles negativos y testigos se 
utilizaron los aislamientos P. fluorescens IB029, X. axonopodis pv. manihotis CIO150. En total 6 
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aislamientos semejantes al género de Xanthomonas presentaron reproducción de síntomas mediante 
inoculación con previa herida agregando 10 µL de suspensión bacteriana, infiltración al haz vascular e 
infiltración en el envés de la hoja y  corte de tijeras presentando sintomatología característica luego de 
1 semana de pos-inoculación con los anteriores métodos descritos. No se observó ninguna reacción o 
sintomatología  al inocular con los aislamientos Xam CIO 151 y Pfl029 a las 3 semanas. Las dos 
concentraciones celulares utilizadas D.O600nm = 0,2 y 0,7 presentaron sintomatología característica en 
el mismo tiempo pos-inoculación. En la tabla 5, se describen  las distintas respuestas del grupo de 
aislamientos utilizados. 
Tabla 5. Grupo de aislamientos utilizados en la estandarización de pruebas de patogenicidad en hojas 
desprendidas de gulupa. PH: Inoculación con previa herida. IHV: Infiltración en haz vascular. IE: 
Infiltración por el envés. CT: Corte de Tijera. 
N° de 
Aislamiento Origen Género Respuestas patogénicas. Métodos de inoculación. 
   
Previa Herida  
Inyeccion Haz 
Vascular 
(Klement, 
1963).  
Infiltración 
Envés 
(Castañeda, 
2005 y Ruz et 
al., 2008).  
Corte Tijeras 
(Castañeda, 
2005,Zarela et 
al., 2007, Ruz 
et al., 2008).  
XamCIO150 Facultad de 
Biología. UNAL. 
Bogotá. 
Xanthomonas 
axonopodis pv. 
manihotis 
NP NP NP NP 
PfIB029 Instituto de 
Biotecnología. 
IBUN. Lab. 
Microbiología 
Agrícola. UNAL. 
Bogotá 
Pseudomonas 
flourescens. 
NP NP NP NP 
FAB028 
Granada, 
Cundinamarca Pantoea spp. 
NP NP NP NP 
FAB031 
Granada, 
Cundinamarca 
Pseudomonas 
spp. 
NP NP NP NP 
FAB032 
Granada, 
Cundinamarca Erwinia spp. 
NP NP NP NP 
FAB042 
Granada, 
Cundinamarca 
Burkholderia 
spp. 
NP NP NP NP 
FAB054 
Granada, 
Cundinamarca 
Xanthomonas 
spp. 
NP P1 P P 
FAB062 
Venecia,  
Cundinamarca 
Agrobacterium 
spp. 
NP NP NP NP 
FAB070 
BuenaVista, 
Boyacá 
Xanthomonas 
spp. 
NP P P NP 
FAB071 
BuenaVista, 
Boyacá 
Xanthomonas 
spp. 
P P P P 
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FAB087 
Cajamarca; 
Tolima 
Xanthomonas 
spp. 
P P P P 
FAB088 
Cajamarca, 
Tolima 
Xanthomonas 
spp. 
NP NP P P 
FAB091 
Granada,  
Cundinamarca 
Xanthomonas 
spp. 
P P P P 
FAB096 
Granada,  
Cundinamarca Erwinia spp. 
NP NP NP NP 
FAB098 
Granada, 
Cundinamarca 
Pseudomonas 
spp. 
NP NP NP NP 
FAB099 
Granada, 
Cundinamarca Pantoea spp. 
P NP NP NP 
  Aislamientos total patogénicos 4 5 6 5 
P: Reproducción de síntomas patogénicos. 
NP: No reproducción de síntomas patogénicos. 
 
 
De acuerdo a estos resultados, se observó que los síntomas progresan como los observados en 
campo (Figura 9) en los diversos métodos de inoculación  a excepción, heridas con cepillo y 
caborundum, en los cuales hay alta contaminación por hongos ambientales. Los métodos de 
inoculación más efectivos fueron la infiltración por el envés y el corte de tijeras (figura 9). La infiltración 
en el envés permite la entrada del inóculo bacteriano eficientemente ya que la  mayoría de los estomas 
se encuentran en el mésofilo (Agrios, 2007) (Figura 9d); en el corte de tijeras a pesar de ser más 
invasivo, la manifestación de síntomas es eficiente y se presenta aproximadamente a partir de la 
segunda semana pos-inoculación (Figura 9e). La infiltración por el haz vascular es muy invasivo y hay 
lesión celular mecánica no deseada por la inyección (Figura 9c).  Por otro lado, el método de 
inoculación agregando un volumen específico de la suspensión bacteriana con una previa herida, la 
manifestación de síntomas es lenta luego de 3 a 4 semanas pos-inoculación a comparación de los 
otros métodos. 
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Figura 9. Reproducción de síntomas  a partir de la inoculación del aislamiento X.campestris 
FAB087 con los distintos métodos de inoculación. a y b. Inoculación de suspensión bacteriana 
con previa herida. c.  Inoculación por infiltración en haz vascular. d. Infiltración por el envés de 
la hoja y e. Corte de tijera en la parte lateral de la hoja. 
 
Los métodos de inoculación ayudan a discernir sobre la manera de penetración del agente causal y 
como difiere entre géneros bacterianos. Sin embargo, la gran mayoría de bacterias fitopatogénas 
necesitan de una herida previa para poder entrar o un corte invasivo considerable (Llacer et al., 2003). 
No obstante puede observarse que el método de inoculación mediante infiltración produce  resultados 
confiables, pues en algún momento los otros métodos pueden fallar al arrojar resultados negativos en 
a. 
c. d. 
b. 
e. 
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aislamientos que resultan patogénicos (p. ej.: resultados de X. axonopodis FAB071 y X.axonopodis 
FAB088). 
Pruebas de patogenicidad en hojas desprendidas  de gulupa. Se realizaron inoculaciones mediante el 
método de infiltración de los 63 aislamientos patogénicos de las pruebas de pimentón en hojas jóvenes 
de gulupa. Se observaron a partir de la primera semana pos-inoculación hasta la 3ra semana. Como 
se observa en la tabla 6, solamente 22 cepas manifestaron síntomas asociados con bacteriosis en los 
puntos de inoculación y algunas en las nervaduras, es decir, presentaron lesiones cloróticas, 
necróticas y algunas con exudado aceitoso. 
Tabla 6. Aislamientos que manifestaron síntomas de bacteriosis a partir de la 1ra semana pos-
inoculación en hojas de gulupa.  
Nº Cepa. Fecha de inoculación 
Clorosis 
(1-2 sem) 
Necrosis y  
halo aceitoso 
(1-2 sem) 
Clorosis 
(3 sem) 
Necrosis y halo aceitoso 
(3 sem) 
FAB002 05/08/2009 +  + + 
FAB047 05/08/2009 + + + + 
FAB053 05/08/2009 +  + + 
FAB054 05/08/2009 +  + + 
FAB065 05/08/2009 +  + + 
FAB069 05/08/2009 +  + + 
FAB070 05/08/2009 + + + + 
FAB071 05/08/2009 + + + + 
FAB087 05/08/2009 +  + + 
FAB088 05/08/2009 +  + + 
FAB091 05/08/2009 + + + + 
FAB126 05/08/2009 + + + + 
FAB130 05/08/2009 + + + + 
FAB132 05/08/2009 + + + + 
FAB145 19/02/2010 + + + + 
FAB146 19/02/2010 + + + + 
FAB147 19/02/2010 + + + + 
FAB148 19/02/2010 + + + + 
FAB149 19/02/2010 + + + + 
FAB150 19/02/2010 + + + + 
FAB151 19/02/2010 + + + + 
FAB152 19/02/2010 + + + + 
+: Presentaron síntomas de esas características y a partir de ese tiempo específicamente. 
 
Esta prueba se hizo con el fin de evaluar si realmente estos aislamientos manifiestan la enfermedad en 
gulupa. Fue otro tamizaje para identificar los aislamientos patogénicos y luego realizar con ellos las 
evaluaciones de la enfermedad en las plantas de gulupa. Los otros aislamientos que generaron 
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síntomas en este material, muestran que a pesar de demostrar RH en plantas indicadoras como el 
pimentón, no tienen la capacidad de manifestar los mismos síntomas en este hospedante y se 
comportan como saprofitos en gulupa, por que la relación con este hospedero es incompatible y este 
no le puede brindar las condiciones necesarias para completar su ciclo de vida o hay un fallo en 
eventos como la penetración e infección por la presencia de barreras performadas del hospedero y 
también la influencia de factores ambientales inestables que afectan el establecimiento de la población 
bacteriana etc. (Agrios, 2001). 
 
Estos resultados indican que los aislamientos Pantoea agglomerans FAB126 y X. axonopodis FAB130 
originarios de muestras con sintomatología de bacteriosis en maracuyá, manifestaron síntomas 
característicos en este material de gulupa. Por lo tanto, estos agentes bacterianos podrían ser capaces 
de desarrollar esta enfermedad en la familia de las pasifloráceas. Otras cepas originarias de muestras 
de fruto y tallo de gulupa con manchas de aceite también manifestaron síntomas de la enfermedad, por 
lo cual, el agente causal podría ser de carácter sistémico y se podría dispersar por todos los órganos 
de la planta. 
Ensayo preliminar de pruebas de patogenicidad sobre plantas de gulupa. Para la estandarización de 
las pruebas de patogenicidad en el hospedante se tomaron 5 aislamientos bacterianos X.campestris 
FAB087, X.axonopodis FAB091,  X.axonopodis FAB054, X.axonopodis FAB070 y Erwinia amylovora 
FAB002, para los cuales se registró el tiempo de desarrollo de síntomas en el hospedero. Todos los 
aislamientos resultaron patogénicos y manifestaron síntomas después de una semana de pos-
inoculación. Las altas condiciones de humedad relativa favorecieron la progresión de los síntomas y 
además a las dos semanas dependiendo de las condiciones ambientales inician los síntomas con la 
presencia de halos cloróticos (Figura 10).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Síntomas causados por inoculación de X. axonopodis FAB054. a. manifestación de áreas 
cloróticas a partir del corte de la inoculación a las dos semanas b. Luego de un mes de inoculación se 
presentan los síntomas clásicos de bacteriosis: manchas necróticas, con clorosis y halos aceitosos. 
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A partir de la tercera semana, las lesiones son más difusas y presentan halos aceitosos. Al mes la 
progresión de las lesiones es mayor, presentan necrosis, desprendimiento foliar a partir del peciolo y 
presencia de sintomatología en otras áreas foliares de la planta (Figura 11 y 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Desprendimiento de hojas causadas por la inoculación de  X.axonopodis FAB091 y X. 
campestris FAB087. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Avance sistémico de bacteriosis en gulupa causada por X. campestris FAB087 luego de 1.5 
meses de la inoculación.Se observa manchas foliares en hojas ascendentes. 
b
.
.
. 
b
.
.
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b
.
.
. 
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Pruebas de patogenicidad en plantas adultas. Estos ensayos se realizaron en los invernaderos de la 
Facultad de Agronomía-UNAL (Bogotá) con condiciones ambientales de HR (60-95%) y temperatura 
(20-25°C, según clima diario) y con plantas de gulupa de 3 meses de edad. Se realizaron 3 testigos 
por método utilizado (corte de tijeras e infiltración en el envés de la hoja) y cada repetición tenía una 
hoja de control que consistía en agua destilada estéril. En el momento de la inoculación se tenía en 
cuenta, la poca irradiación de luz ya que podía interferir con los procesos de inoculación. Para la 
observación de la evolución de síntomas se tomó en cuenta la escala cualitativa diseñada (Figura 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Escala de evaluación visual utilizada en las pruebas de patogenicidad para el seguimiento 
de progresión de síntomas.   
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En este ensayo, 14 aislamientos patogénicos analizados previamente no mostraron ninguna 
sintomatología de bacteriosis en las plantas utilizadas, por tanto probablemente perdieron la 
patogenicidad. Esto fue debido a que estas cepas fueron aisladas en la primera etapa de muestreo y la 
siembra constante en medios de cultivo enriquecidos como AN les hacen perder esta característica 
(Shaad, 2001). Por lo anterior, solamente se tomaron 8 aislamientos patogénicos de la última etapa de 
muestreo originarios del departamento de Cundinamarca (X.axonopodis: FAB145, FAB146, FAB147, 
FAB148, FAB149, FAB150, FAB151 y FAB152).  
En promedio los aislamientos presentaron inicio de síntomas a partir de 4 o 5 día pos-inoculación. Sin 
embargo, los aislamientos  X.axonopodis  FAB148, FAB151 y FAB152 presentaron inicio de síntomas 
a partir del día 3. A partir de 15 días del progreso de los síntomas  fueron similares en todos los 
aislamientos. El método de inoculación también influye en el establecimiento de síntomas y la 
progresión de la enfermedad. Se ha observado que en los dos métodos la aparición de síntomas es en 
promedio de 4 a 5 días, pero la progresión de la enfermedad aumentó en el método de infiltración 
(Figura 14). 
 
 
Figura 14. Síntomas causados por inoculaciones de bacterias en gulupa  a. Infiltración en el envés de 
la hoja, el área de infiltración es aproximadamente de 0.5 a 0,7 cm2. b. Corte de tijera; se realizaron 
cortes de 0.5 a 1 cm. Aislamiento X.axonopodis  FAB 152.  
 La manifestación de síntomas se puede observar de manera cualitativa a partir del 4 hasta el 7 día, 
cuando se denota el inicio de clorosis (estado 1) y clorosis (estado 2) (Figura 15). Las lesiones típicas 
de la enfermedad como manchas necróticas con aspecto aceitoso (estado 3) se empiezan a observar 
a partir del día 8 y para algunos hasta el día 12 pos-inoculación. En algunas plantas se observó 
desprendimiento de hojas por el peciolo, en aislamientos como X.axonopodis FAB147 (Figura 16) y 
X.axonopodis FAB148 se observó este fenómeno a partir del día 8 y en otros como X.axonopodis 
FAB145 se observó a partir del día 26 pos-inoculación (Figura 15). 
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Figura 15. Estados visuales síntomas causados por aislamiento X. axonopodis FAB145 por 
inoculaciones con infiltración. a. Estado 1: Inicio de clorosis. b. Estado 2: Clorosis. c. Estado3: Inicio de 
necrosis. d. Estado 4: Necrosis con halo aceitoso. e. Estado 5: progresión de necrosis a las 
nervaduras. f . Estado 6: Desprendimiento de hojas. g. Estado 7: halo aceitoso y necrosis puntual en 
tallo.  
c. 
e. 
g. 
f. 
d. 
a. b. 
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Figura 16. Estados visuales del aislamiento X.axonopodis FAB147 corte de tijeras. a. Estado 2: 
Clorosis. b. Estado 3: Inicio de necrosis. c. Estado 4: Necrosis con aspecto aceitoso. d. Estado 5: 
progresión del síntoma y desprendimiento del peciolo. 
A partir de los 30 días de pos-inoculación se observó sintomatología de bacteriosis en hojas 
ascendentes en relación con el punto inicial de inoculación (Figura 17a). Lo anterior, se relaciona 
también con la presencia de halos aceitosos en el tallo central y de ramas a partir del día 40 pos-
inoculación en algunos aislamientos patogénicos (Figura 15 y Figura 17b y d)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Síntomas asociados al avance y severidad de la enfermedad. a. Presencia de síntomas en 
hojas ascendentes. b. Halos aceitosos en tallos de ramas. c. Presencia de síntomas asociados a 
daños mecánicos por insectos. d. Progresión de halos aceitosos en tallo a necrosis puntuales. 
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Se tomaron muestras de las pruebas y se realizaron reaislamientos cumpliéndose los postulados de 
Koch, donde la morfofisiología de cada aislamiento era consistente con los aislamientos utilizados en 
estas pruebas. 
 
Comparación de los métodos de inoculación de acuerdo al porcentaje de severidad. De acuerdo a la 
escala visual  de evaluación se realizaron unos índices de severidad con cada aislamiento utilizado 
con el fin de determinar por el tiempo el grado de severidad de la enfermedad y la influencia del 
método de inoculación para discernir algunos aspectos de la penetración de los agentes causales. 
Esto se realizó tomando en uso la siguiente ecuación (Ruz et al., 2008): 
 
 
Donde, N= es el número de inoculaciones  en una planta, In= Índice de la escala visual por cada 
inoculación, Imax= Índice de la escala visual máximo. 
 
Figura 18. Porcentajes de severidad de los dos métodos de inoculación del aislamiento X.axonopodis 
FAB145 en relación con el tiempo. 
 A partir del 5 día de pos-inoculación en los dos métodos de inoculación se empieza a observar la 
aparición de síntomas que corresponden a un 14,3% de severidad. Esto se presentó constantemente 
en los demás aislamientos utilizados, en los cuales no hubo una diferencia significativa (p= 0.9276) 
(Tabla 7). En general, con el método de infiltración a partir de los 11 a los 20 días pos-inoculación se 
presenta un aumento en el porcentaje de severidad en comparación con el método de corte de tijeras, 
donde la diferencia entre estos métodos es significativa (p= 0.0392) y son contrastantes (Tabla 7 y 8). 
Sin embargo, estos porcentajes se siguen manteniendo y en el método de inoculación de corte de 
5-6 7-8 9-10 11-12 13-14 15-16 17-18 19-20 21-22 23-24
Infiltración 14,3 28,6 42,9 54,74 57,1 57,1 66,6 71,4 71,4 73,8
Corte Tijeras 14,3 28,6 36,5 38,1 44,4 47,65 55,56 60,3 80,94 83,32
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tijera estos porcentajes empiezan aumentar alcanzando a un 83,32 % después de 23 días de pos-
inoculación aproximadamente, además con este método asemejan síntomas típicos observados en 
campo (Figura 18). 
Tabla 7. Análisis estadístico mediante programa SAS. Análisis de varianza (ANOVA) de Índices de 
severidad obtenidos. 
ANOVA 
FUENTE gl Suma de Cuadrados Cuadrado de la media F valor Pr > F 
Métodos de Inoculación 1 2.441.961.158 2.441.961.158  4.31 0.0392 
Cepas Bacterianas 8 1.402.624.357 200.374.908 0.35   0.9276 
 
Tabla 8. Análisis estadístico mediante programa SAS. Prueba de LSD (Mínima Diferencia Significativa) 
de las medias de los métodos de inoculación utilizados. 
Prueba de LSD 
Agrupamiento Media de IS N Métodos de Inoculación 
A 53.300 96 Infiltración 
B 46.167 96 Corte de tijeras 
IS: Indice de severidad. 
 
 
Figura 19. Porcentajes de severidad de los dos métodos de inoculación del aislamiento X.axonopodis 
FAB151 en relación con el tiempo. 
Particularmente en algunos aislamientos como X.axonopodis FAB 151, la aparición de síntomas fue a 
partir del 3 día pos-inoculación y el aumento de progresión de síntomas fue mayor con el método de 
infiltración hasta el 15 día pos-inoculación. En comparación con el método de corte de tijeras, este 
3-4 4-5 7- 8 
9 o 
10
11 o 
12
13 o 
14
15 o 
16
17 o 
18
19 o 
20
21 0 
22
23 o 
24
Infiltración 14,3 28,6 44,43 55,5 57,1 57,1 57,1 63,46 65,06 72,99 76,17
Corte Tijeras 0 14,3 15,88 19,04 41,29 41,29 57,1 71,4 72,99 76,18 76,18
0
10
20
30
40
50
60
70
80
%
 d
e
 s
e
ve
ri
d
ad
Porcentajes de severidad en dos métodos de 
inoculación en plantas de gulupa. X.axonopodis FAB 
151.
44 
 
presentó un aumento de severidad luego de 15 días de posinoculación con un 57,1% de severidad 
(Figura 19). 
En general, la progresión de la enfermedad puede llegar hasta más de un 80% de severidad luego de 
30 días pos-inoculación en relación con la aparición de síntomas en hojas ascendentes y tallos 
circundantes al lugar de la infección. 
 
Evaluación de dinámica de población con algunos aislamientos. Se utilizaron dos aislamientos 
X.axonopodis FAB147  y X.axonopodis FAB151 originarios de la misma finca (Venecia, 
Cundinamarca),  sin embargo, provenían de focos diferentes, X.axonopodis FAB 151 estaba asociado 
con síntomas virales y de daño por insectos.  
 
Figura 20. Dinámica poblacional de los aislamientos  X.axonopodis FAB147 y X.axonopodis FAB151 
en relación a la concentración celular a través de los días 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15  pos-inoculación. 
Se observa una dinámica poblacional consistente entre los dos aislamientos, por lo tanto no hay una 
diferencia significativa en la progresión de la población en relación con el tiempo. A partir del 1 día pos-
inoculación en el área de inoculación (0.5 cm2) se encuentra una población aproximada de 2 X104 
UFC/4 cm2, esta determinación es consistente con la investigación de Kangatharalingam et al., (2003), 
el cual, el método de inoculación interioriza esta cantidad aproximada  en los espacios intercelulares 
del parénquima en el área de inoculación.  Aunque se observa un aumento logarítmico de la población  
a partir del día 1 al 5, es difícil observar cambios en el área de tejido inoculado. La población aumenta 
su concentración a 2 X108 UFC/4 cm2  a partir del día 7 pos-inoculación. Después de este día, la 
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población bacteriana se mantiene y luego en el día 11 o 13 puede estar en aumento hasta 2X109 
UFC/4 cm2  (Figura 20). Se observó una consistencia en la aparición de síntomas y la dinámica de la 
población, a medida de cada día evaluado aumentaba el área de la lesión, la concentración bacteriana 
era mayor. 
 
5.4. Cortes Histopatológicos de algunas lesiones asociadas a bacteriosis. 
Se realizaron cortes histológicos de lesiones de tallos y hojas de algunos aislamientos usados en las 
anteriores  pruebas de patogenicidad X. axonopodis FAB145, X.axonopodis FAB146 y X.axonopodis 
FAB149). Las lesiones en tallo consistían en halos aceitosos y presentaban necrosis puntuales (Figura 
15g), mientras las lesiones en hojas consistían en manchas necróticas semejantes al estado 4 (Figura 
13) y asociadas a la nervadura central. De acuerdo a la metodología utilizada, se realizaron dos tipos 
de coloración: Safranina-Fast Green y Brown-Hopps-Gram modificado (Prophet et al., 1995). 
En las lesiones de hojas, se presenta disrupción del parénquima lagunar, observándose amorfo y 
denso, lo cual está asociado a plasmólisis generalizada de las células del mesófilo. Estas lesiones 
microscópicas están asociadas por la presencia de masas bacterianas de cocobacilos Gram negativos 
en una matriz de expolisacáridos a través de la cámara interna del mesófilo (Figura 21b y c). Cuando 
la lesión avanza, las masas bacterianas al multiplicarse se trasladan a los vasos conductores 
principales como las nervaduras y se alojan en el lúmen del xilema (Figura 21e y f). 
En las muestras de tallo primario y secundario, se observan masas bacterianas asociadas al 
parénquima cortical y en las cámaras sub-estomales (Figura c y e). Cuando las lesiones son más 
extensas, las masas bacterianas que se encuentran en los espacios intercelulares se extienden a otros 
tejidos del tallo desde el parénquima cortical hasta el parénquima medular (Figura 22 b y d). También 
se observan células bacterianas en los conductos del xilema (Figura 22g). Por lo tanto, es evidente la 
sistemicidad de esta enfermedad, pues el agente causal puede avanzar y movilizarse a diferentes 
órganos de la planta vía haces vasculares y otros tejidos.  
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Figura 21. Cortes histológicos de lesiones en hojas. X.axonopodis FAB145, Brown-Hopps-Gram 
modificado. a. Corte trasversal hoja sana de gulupa. EH: Epidermis del haz. PE: Parénquima en 
empalizada. PL: Parénquima lagunar. EE: Epidermis del envés. 40x. b. Corte trasversal de hoja 
infectada en estado 4.MB: Masas bacterianas. También se observan MB en cámaras sub-estomáticas 
10x.   c. Avance de lesión. Las masas bacterianas se alojan en HV (haces vasculares) y se observa 
plasmólisis. 100X. d.  Corte trasversal hoja sana de gulupa, nervadura central. X: xilema y F: floema. 
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40x. e. Corte trasversal de hoja infectada asociada lesión a nervadura. Se observan masas 
bacterianas en las células del xilema y degradación de pared celular.10x.   f. Observación anterior más 
detallada. Se observa disrupción celular y algunas fibras de pared celular 100X.  
 
 
Figura 22. Cortes histológicos de lesiones en tallos principales. X.axonopodis FAB145, Brown-Hopps-
Gram modificado. a. Corte trasversal de tallo principal sano de gulupa. EC: Epidermidis cortical. PC: 
Parénquima cortical. HV: haces vasculares  40x. b. Corte trasversal de tallo principal infectado con 
halos aceitosos.EC: epidermis cortical, PC: parénquima cortical, F:floema,.MB: Masas bacterianas, 
HV:haz vascular, X:xilema y PM: Parénquima medular. 10X.  c.Se observa plasmólisis en el 
parénquima cortical. 100X. d.  Masa bacteriana transfiriéndose a otra localización vascular. 40x. e. 
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Masas bacterianas en cámara sub-estomática.100x.   f. Población bacteriana en el Xilema.40X. g. 
Observación anterior más detallada. 100X. h.Masa bacteriana en el espacio intercelular. 100X.  
 
5.5  Caracterización de género y especie de los aislamientos patogénicos mediante pruebas 
bioquímicas. 
Este método  combina 8 pruebas de fermentación y 12 pruebas de asimilación. Las pruebas de API 
20NE han sido utilizadas en la identificación bioquímica de algunas especies de Xanthomonas como 
X.fragariae (OEPP/EPPO, 2006). En general, se utiliza algunas pruebas bioquímicas específicas para 
identificar especies de Xanthomonas (Tabla 9):  
 
Tabla 9. Pruebas confirmatorias bioquímicas para la determinación de la especie de Xanthomonas  
campestris como referencia algunos patovares. Castillo y Granada, 1995. V: variable. +: Positivo, -
negativo. Nd: no determinado 
Pruebas Xanthomonas campestris .axonopodis 
phaseoli malvacearaum vesicatoria manihotis oryzae 
Crecimiento a 
36°C 
+ + + + nd + 
Hidrolisis de 
esculina 
+ + + + nd + 
Crecimiento 
mucoide 
+ + + + nd - 
Licuefacción de 
la gelatina 
+ + - - nd - 
Digestión de 
Proteína 
+ + + + nd - 
Ureasa - - - - nd - 
Formación de ácidos: 
Arabinosa + + + + nd - 
Mannosa + + + + nd - 
Glucosa + + + + nd + 
Crecimiento en 
Agar SX 
V + - - -  
 
Los  aislamientos  patogénicos resultantes en el tamizaje y pruebas biología son cocobacilos y bacilos 
gram negativos. De estos, el 62% corresponde a bacterias oxidativas específicamente de la familia 
Xanthomonadaceae  donde se encuentra el género de Xanthomonas spp.  El porcentaje restante 
(38%) corresponden a bacterias de la familia Enterobacteriaceae, en las cuales se encuentran géneros  
como Erwinia spp., Pantoea spp y Enterobacter spp. Estos resultados sugieren que el agente 
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bacteriano Xanthomonas se encuentra asociado a bacterias endófitas como las enterobacterias, pero 
no se ha comprobado que estas últimas potencialicen la agresividad este agente causal en la 
enfermedad (Brady et al., 2009). 
 
Para hacer una confirmación de agentes causales, enfatizando en aquellos cercanos a Xanthomonas, 
los datos de pruebas bioquímicas generales utilizadas (hidrólisis de Almidón, crecimiento en Agar 
YDCA, prueba de catalasa, oxidasa, prueba de Oxidación-Fermentación, reducción de nitratos, prueba 
de indo y entre otras) confirman que todos los aislamientos efectivamente corresponden a este género, 
aunque, hay variabilidad en la hidrólisis de almidón, reducción de nitratos y gelatina (Figura 23) 
(Shaad, 2001-Botero et al., 1998).  
La mayoría de los aislamientos presentan una marcha bioquímica similar a especies de Xanthomonas 
axonopodis, aunque existen unos aislamientos excepcionales como FAB054, FAB070, FAB088 y 
FAB091 por presentar  una variabilidad en la asimilación de glucosa y arabinosa (Tabla 10). Estas 
pruebas de asimilación de estos dos carbohidratos, son importantes en la determinación de especie 
dentro del género de Xanthomonas spp. Sin embargo, diversos autores determinan que la asimilación 
de otros carbohidratos diferentes y de otras pruebas adicionales como degradación de caseína, TSI, 
tinción flagelar,  movilidad y asimilación de otros carbohidratos (Botero et al., 1998). Hay otros 
aislamientos que pertenecen a la especie de X. campestris (FAB087) y otras especies dentro de la 
familia como Stenophomonas maltophilia (FAB069 y  FAB047), donde estos aislamientos tienen 
similitudes genéticas del 96% (ADNr 16S) con géneros de Xanthomonas spp., lo cual explica sus 
similitudes en morfo fisiología (Hauben et al., 1997). Los aislamientos enterobacteriales pertenecen a 
especies de Enterobacter cloacae, Erwinia amylovora y Pantoea agglomerans. Estos últimos pueden 
presentarse inicialmente como población endófita y pueden causar sintomatología típica de la 
enfermedad de bacteriosis (Llacer et al., 1997). 
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Tabla 10. Aislamientos patogénicos que fueron analizados con pruebas básicas bioquímicas y API 20 
NE (Shaad, 2001, Bergey, 2000). 
Pruebas  
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Catalasa † † † † † † † † † † † † † † † † † † † † † 
Oxidasa – – – – – – – – – – – – – – – – † – – – – 
Movilidad † † † † † † † † † † † † † † † † † † † † † 
H.Almidòn - - - † † † † † † † † † † † - - † † – - - 
YDC Am
ab 
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id 
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id 
oxid Oxid Oxi
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An
af 
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af 
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af 
H.Leche  - + - - + - + + + + + + + + - - + + - - - 
NO3 – – † – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – † † † – † † † 
TRP – – – – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – – – – – – – – 
GLU - - - – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – - - - – † † † 
ADH – – – – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – – – – – – – – 
URE – – – – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – – – – – – – – 
ESC † † † † † † † † N
D 
† N
D 
N
D 
† † † † † † † † † 
GEL † † † † † † † † N
D 
† N
D 
N
D 
† † † † † † † † † 
PNPG † † † † † † † † N
D 
† N
D 
N
D 
† † † † † † † † † 
GLU † † † † † † † † N
D 
† N
D 
N
D 
† † † † † † † † † 
ARA - - - – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – - - - † † † † 
MNE † † † † † † † † N
D 
† N
D 
N
D 
† † † † † † † † † 
MAN - - - – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – - - - v  †  †  † 
NAG † † † † † † † † N
D 
† N
D 
N
D 
† † † † †  – † † † 
MAL † † † – – v – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – † † † † † † † 
GNT - - - – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – - - - †  †  †  † 
CAP - - - – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – - - † – - - - 
ADI - - - – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – - - - – - - - 
MLT † † † † † † † † N
D 
† N
D 
N
D 
† † † † † † † † † 
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CIT  †  †  † † – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– –  †  †  † –  †  †  † 
PAC - - - – – – – – N
D 
– N
D 
N
D 
– – - - - – - - - 
Familia: Xanthomodales-Gènero: Xanthomonas Familia: 
Enterobacteri
ales 
Xanthomonas axonopodis Stenopho
monas 
malthophil
a. 
X.c
am
pe
str
is 
  Pa
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a 
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era
ns 
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acter E. 
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o E. 
amylovo
ra 
 
 
 
Figura 23. Algunas pruebas bioquímicas básicas. a. Hidrólisis de Almidón. b. Reducción de azucares 
por vía oxidativa (Prueba Oxidación-Fermentación, Huff Lefson). Aislamiento X.axonopodis FAB145. 
  
5.6. Identificación por pruebas moleculares. 
Se realizó extracción de ADN total a 22 aislamientos (Tabla 11) de los cuales,  3 aislamientos 
(X.axonopodis FAB054, X. axonopodis FAB087  y P.agglomerans FAB126) en el proceso de 
extracción o de precipitación utilizados no se obtuvo ADN de cada uno, por ello se realizaron con estos 
una ebullición a 93°C por 30 minutos para utilizar el lisado celular resultante para posteriores análisis 
(Pelludat et al., 2009).  Esto anterior, podría deberse a que  probablemente debe existir una diferencia 
en la composición celular a comparación de los demás aislamientos utilizados. 
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Tabla 11. Aislamientos patogénicos que fueron analizados en las pruebas moleculares PCR. 
Consecutivo 
Especie bacteriana 
Planta Órgano Municipio Departamento 
FAB002 E. amyvolora Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 
FAB047 S.malthophilia Gulupa Tallo Granada Cundinamarca 
FAB053 X.axonopodis Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 
FAB054 X.axonopodis Gulupa Fruto Granada Cundinamarca 
FAB065 S.malthophilia Gulupa Hoja BuenaVista Boyacá 
FAB069 S.malthophilia Gulupa Fruto BuenaVista Boyacá 
FAB070 X.axonopodis Gulupa Fruto BuenaVista Boyacá 
FAB071 X.axonopodis Gulupa Fruto BuenaVista Boyacá 
FAB087 X.axonopodis Gulupa Fruto Cajamarca Tolima 
FAB088 X.axonopodis Gulupa Hoja Cajamarca Tolima 
FAB091 X.axonopodis Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 
FAB126 P. agglomerans Maracuyá Hoja La unión, Valle Valle del Cauca 
FAB130 X.axonopodis Maracuyá Hoja Roldanillo Valle del Cauca 
FAB132 X.axonopodis Gulupa Fruto Venecia Cundinamarca 
FAB145 X.axonopodis Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 
FAB146 X.axonopodis Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 
FAB147 X.axonopodis Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 
FAB148 X.axonopodis Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 
FAB149 X.axonopodis Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 
FAB150 X.axonopodis Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 
FAB151 X.axonopodis Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 
FAB152 X.axonopodis Gulupa Hoja San Bernardo Cundinamarca 
 
Luego de ello, se realizó una cuantificación de ADN, para determinar la concentración obtenida de 
cada muestra de  ADN (Figura 24). 
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Figura 24. Cuantificación de muestras de ADN. Carril 1: a. E.amyvolora FAB002, b. S.malthophilia 
FAB047, c. X.axonopodis FAB053, d. S.malthophilia FAB065, e. S.malthophilia FAB069, f. 
X.axonopodis FAB070, g. X.axonopodis FAB071, h. FAB088, i. X.axonopodis FAB091, j.FAB130, k. 
X.axonopodis FAB145. Carril 2: l. FAB146, m. X.axonopodis FAB147, n. X.axonopodis FAB148, o. 
X.axonopodis FAB149, p. X.axonopodis FAB150, q. X.axonopodis FAB151, r. X.axonopodis FAB152. 
La gran mayoría de los aislamientos tienen una concentración menor de 50 ng/µl, concentración 
correspondiente al ADN de fago λ, es decir aproximadamente 20 ng/µL. Los aislamientos 
X.axonopodis: FAB146, FAB150, FAB151 y FAB152, se obtuvieron una mayor concentración a 100 
ng/µL, por lo que este método de extracción fue más eficiente en comparación de los otros 
aislamientos. 
 
5.6.1. Identificación por amplificación y secuenciación de ADNr 16S 
Se realizó una amplificación por PCR con los primers utilizados por Hauben et al., (1997). La gran 
mayoría de los aislamientos analizados se obtuvieron amplicones de aproximadamente 1525 pbs el 
cual corresponden a este gen conservado bacteriano. Para confirmar su identidad completa a especie 
se mandaron estos amplicones a secuenciación a Macrogen, Corea. En la observación del gel de 
agarosa al 1%, se  observaron algunos dímeros de primers debido a una alta concentración de estos 
(Figura 25). 
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Figura 25. Amplicones de ADN 16S de algunas muestras. A. MP: Marcador de peso GeneRuler plus 
LADDER 100 pb Fermentas®.  CN: Control Negativo. a. E. amylovora FAB002, b.S. maltophilia 
FAB047, c. X. axonopodis FAB053, d. S.malthophilia FAB065, e. S. maltophilia FAB069, f. X. 
axonopodis FAB070, g. X. axonopodis FAB071, h. X. axonopodis FAB088, i. X. axonopodis FAB091, j.  
X. axonopodis FAB130, k. X. axonopodis FAB132, l.  X. axonopodis FAB145, m.  X. axonopodis 
FAB146, n.  X. axonopodis FAB147, o.  X. axonopodis FAB148, p.  X. axonopodis FAB149, r. X. 
axonopodis FAB152. B.  MP: Marcador de peso GeneRuler plus LADDER 100 pb Fermentas®.  CN: 
Control Negativo. a.E.amyvolora FAB002, b. X.axonopodis FAB071, c. X.axonopodis FAB130, d. 
X.axonopodis FAB149, e. X.axonopodis FAB152. 
Identidad de los aislamientos mediante la comparación con secuencias depositadas en bases de 
datos. Se obtuvieron secuencias parciales del gen de ADNr 16S de aproximadamente de 950 a 1400 
nucleótidos correspondientes a 65 a 80% aproximadamente del total de la secuencia primaria de ADNr 
16S. Sin embargo, los aislamientos  X. axonopodis FAB053, X.axonopodis FAB054, S.maltophilia 
FAB069 y  X.axonopodis FAB087 no se obtuvieron secuencias ya que la cantidad de ADN enviada no 
fue suficiente para tal fin y/o las secuencias tenían un Q20 muy bajo. Los porcentajes de similaridad 
son obtenidos por el alineamiento con secuencias de genes parciales de bacterias que se encuentran 
depositadas en las bases de datos GenBank y Ribosomal Proyect. Data Base (Tabla 12): 
 
 
 
MP 
MP 
a. c. d. e. 
f. 
g. h. i. 
j. k. l. m. o. CN 
b. 
a. p. r. 
1500 pbs 
c. d. e. CN 
1500 pbs 
b. 
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Tabla 12. Resultados de la identidad de los aislamientos mediante el alineamiento con secuencias de 
ADNr 16S depositadas en las bases de datos reconocidas. 
Consecutivo Especie 
bacteriana 
Identidad Porcentaje de 
Identidad % 
N°Accesión 
GenBank 
Cepa Alineamiento 
FAB002 E. amyvolora 1392/1408 100 EF120473 Enterobacter cloacae 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
FAB047 S.malthophilia 776/778 100 AJ131916 Stenotrophomonas maltophilia, 16S 
rRNA gene, strain LMG 11002 
FAB065 S.malthophilia 808/810 100 AJ131916 Stenotrophomonas maltophilia, 16S 
rRNA gene, strain LMG 11002 
FAB070 X.axonopodis 1377/1379 100 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB071 X.axonopodis 1454/1456 100 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB088 S. 
malthophilia 
1437/1440 100 AJ131114 Stenotrophomonas maltophilia strain 
LMG 957, 16S ribosomal RNA, partial 
FAB091 X.axonopodis 814/816 100 AJ131916 Stenotrophomonas maltophilia, 16S 
rRNA gene, strain LMG 11002 
FAB126 P.agglomeran
s 
671/677 99 FJ611822 Pantoea agglomerans strain P5WAM 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
FAB130 X.axonopodis 781/783 100 X95924 S.maltophilia 16S rRNA gene, strain 
LMG 11087 
FAB132 P.agglomeran
s 
911/914 100 DQ855292 Pantoea agglomerans strain AE10 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
FAB145 X.axonopodis 824/879 94 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB146 X.axonopodis 1372/1378 100 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB147 X.axonopodis 1414/1418 100 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB148 X.axonopodis 1357/1360 100 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB149 X.axonopodis 1451/1454 100 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB150 X.axonopodis 920/927 100 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB151 X.axonopodis 1383/1404 98 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
FAB152 X.axonopodis 1439/1445 100 AM073142 Xanthomonas axonopodis partial 16S 
rRNA gene, strain R-22580 
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De acuerdo a los resultados obtenidos  con respecto a los aislamientos del género de Xanthomonas 
éstos alcanzaron porcentajes de similaridad del 100%  con varias cepas  de X. axonopodis de distintos 
orígenes geográficos y de hospedantes, los cuales corresponderían a esta especie bacteriana. 
Además, estos aislamientos también presentaron altos porcentajes de similaridad desde el 98% con 
otras especies de Xanthomonas  como X. campestris, X. codiaei,  X.vesicatoria, X. curcubitae, X.pisi, 
X.bromi, X.vasicola, X.oryzae, X.hortorum y X.populi, los cuales corresponden al mismo clúster N°1 
descrito por Hauben et al (1997). Por lo tanto, la identificación de la especie podría ser indefinida por la 
alta similaridad encontrada con todas las especies de este clúster, ya que este se caracteriza por tener 
mínimas diferencias nucleotídicas entre ellas y por ello fue necesario complementar la identificación 
molecular con primers específicos para especie y patovariedad (Munhoz, 2009). 
Alineamientos múltiples. Se realizaron unos alineamientos múltiples solo con los aislamientos del 
género de Xanthomonas y algunos de S.maltophilia obtenidos. Se observó la presencia de nucleótidos 
signatura que demuestran que estos  tienen posiciones conservadas y  que en este clúster del género 
de Xanthomonas  analizado, sin duda pertenecen a la subdivisión γ Proteobacteria.  Por ejemplo, los 
nucleótidos signatura en E.coli en la posición de 170 (CTAATACCG)  están presentes en este clúster 
bacteriano analizado en esta posición (Stackebrandt et al., 1988) aunque en la figura se observa en 
otra posición ya que cada secuencia se realizó una edición (eliminación de los primeros 50 nt) por la 
resolución resultante del cromatograma (Figura 26a). Además de lo anterior,  en algunas posiciones se 
observa alguna variabilidad en relación con pequeñas diferencias nucletídicas, las cuales  fueron 
frecuentes en los aislamientos X. axonopodis FAB145, FAB146 y FAB150 (Figura 26b).
 
Figura 26. Posiciones conservadas y variables del alineamiento múltiple de los aislamientos del  
género Xanthomonas con S. malthophilia FAB088. a. Posiciones conservadas y observación de los 
nucleótidos signatura  E.coli 170(CTAATACCG). b. En algunas posiciones se observa diferencias 
nucleotídicas. CLC DNA workbench 5.7. 
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Análisis filogenéticos. Se construyeron dos árboles para estimar una relación filogenética  entre los 
aislamientos del grupo de X.axonopodis obtenidos y S.maltophilia, ya que estas dos especies tienen 
unos porcentajes de similaridad del 96.6% (Hauben et al., 1997). En la figura 27, se observan tres 
subgrupos. En el primero se encuentran la gran mayoría de aislamientos de zonas geográficas como 
Cundinamarca y Boyacá, el segundo subgrupo corresponde a un único aislamiento originario del Valle 
del Cauca de un cultivo de maracuyá S.maltophilia FAB 130. El último subgrupo corresponde a tres 
aislamientos únicos originarios de Cundinamarca, Tolima y Boyacá.  
 
 
Figura 27. Árbol de análisis filogenético obtenido por Neighbour Joining de secuencias ADNr 16S de 
aislamientos bacterianos patogénicos obtenidos de gulupa. MEGA 4.1. Bootstrap: 1000 réplicas. 
 
Luego, se realizó un árbol filogenético con secuencias parciales de cepas contrastantes de 
Xanthomonas y Stenotrophomonas de diferentes orígenes geográfico y de hospedero (Tabla 13) 
(Figura 28). La agrupación fue consistente con lo encontrado con el anterior árbol. Dentro del primer 
grupo, la gran mayoría de los aislamientos de X. axonopodis de gulupa se encontraron con los 
aislamientos  XaIP136 y XacMA16; dada esta agrupación, solamente se afirma que estos aislamientos 
pertenecen a esta especie bacteriana. El otro grupo contrastante se encontró para los aislamientos de 
S.malthophilia con los aislamientos SmLMG957 y SmLMG11002.  Se utilizaron dos controles externos, 
que consistieron en dos secuencias parciales de ADNr 16S de Xanthomonas albilineans 
(XalbiLMG484) y Pantoea agglomerans (PaP5WAM16). 
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Figura 28. Árbol de análisis filogenético obtenido comparativo  por Neighbour Joining de secuencias 
ADNr 16S de aislamientos bacterianos patogénicos obtenidos de gulupa y con otros aislamientos 
bacterianos de Xanthomonas y S. maltophilia. MEGA 4.1. Bootstrap: 1000 réplicas 
 
Tabla 13. Secuencias de aislamientos de X.axonopodis  y S. maltophilia 
Nomenclatura Nombre N°accesión 
GenBank 
Origen Hospedero Cita 
Bibliográfica 
XaIP136 X. axonopodis 
strain IP1-36 
16S ribosomal 
RNA gene, 
partial 
sequence 
EF101977 
 
Sao Pablo, 
Brasil. 
Eucalipto 
(Eucalyptus 
spp.) 
Gonçalves et 
al., 2008. 
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XacMA16 X.axonopodis 
pv. citri strain 
MA 16S 
ribosomal RNA 
gene, partial 
sequence 
AF442743 
 
Florida, USA Limón (Citrus 
Limon (L.) 
Burm f.) 
Cubero y 
Graham, 2002. 
XaR22580 X. axonopodis 
partial 16S 
rRNA gene, 
strain R-22580 
AM073142 
 
Zhejiang, 
China. 
Ponsetia 
(Euphorbia 
pulcherrima) 
Li et al., 2006 
XcLMG682 X.campestris 
16S rRNA 
gene, strain 
LMG 682 
X99297 
 
Gent, 
Alemania  
 Hauben et al., 
1997 
XaXV153 X. axonopodis 
strain XV153 
ribosomal RNA 
sequence 
AF123089 
 
Florida, USA Tomate 
(Lycopersicom 
esculentum) 
Jones et al., 
2000 
XavCNPH411 X.axonopodis 
pv. vesicatoria 
strain 
CNPH411 16S 
ribosomal RNA 
gene 
AY288081 
 
Sao Pablo, 
Brasil 
Tomate 
(Lycopersicom 
esculentum) 
Quezado-
Duval et al., 
2003 
SmLMG957 S. maltophilia  
strain LMG 
957, 16S 
ribosomal 
RNA, partial 
AJ131114 
 
Braunschweig, 
Alemania 
 
 Hauben et al., 
1999. 
SmLMG11002 S. maltophilia, 
16S rRNA 
gene, strain  
LMG 11002 
AJ131916 
 
Braunschweig, 
Alemania 
 
 Hauben et al., 
1999. 
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5.6.2. Identificación mediante primers específicos ITS 16S-23S. 
Se realizó una PCR aninada siguiendo la metodología de Munhoz (2009). En este estudio determinó 
que X. axonopodis pv. passiflorae tiene en esta región específica un SNP  (Single Nucloetide 
Polymorphism) la cual la hace diferente de las distintas patovariedades que se analizaron y por esto, 
se generaron dos fragmentos; el primer fragmento (641 pb) es considerado como control positivo de la 
reacción y es generado de la amplificación de los primers externos, mientras el segundo fragmento es 
generado (520 pb) solamente por la amplificación del primer F externo y el primer R interno es 
específico para el detectar el SNP de esta patovariedad. Por ello, esta técnica desarrollada le ha 
conferido especificidad para el diagnostico y confirmación de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Resultados de PCR anidada para la confirmación del agente causal específicamente  pv. 
passiflorae. a. MP: Marcador de peso GeneRuler plus LADDER 100 pb Fermentas®.  CN: Control 
Negativo. a. X. axonopodis FAB070, b. X. axonopodis FAB071,  c. X. axonopodis FAB145, d. X. 
axonopodis FAB146, e. X. axonopodis FAB147, f. X. axonopodis FAB148, g. X. axonopodis FAB149, h. 
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X. axonopodis FAB150, i. X. axonopodis FAB151, j.  X. axonopodis FAB152, k.  X. axonopodis pv. 
manihotis CIO151, l.  S. maltophilia FAB088. b. Resultados de Munhoz (2009). Se observa los dos 
fragmentos de los aislamientos de X. axonopodis pv. passiflorae. OP: otras patovariedades de X. 
axonopodis. 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos no se observa el segundo fragmento característico para la 
patovariedad passiflorae (Figura 29), por lo tanto, los aislamientos analizados según los resultados no 
pertenecen a esta patovariedad, esto se puede deber a que las diferencias geográficas sean 
influyentes en esta determinación y que claramente esta población estudiada es distintiva. Los 
patrones de banda de Xam CIO151 y S.maltophilia FAB 088 fueron diferentes al anterior grupo 
confirmándose el contraste. 
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6. DISCUSION. 
 
6.1. Síntomas e identificación del agente causal de la  enfermedad de Mancha de aceite. 
En esta investigación se evidenciaron las diferentes sintomatologías propias de la enfermedad de 
mancha de aceite en las plantas de gulupa. Las lesiones de tipo I, II y III fueron más prevalentes en las 
fincas que fueron muestreadas en 9 departamentos del país. A partir de esta caracterización, se 
observó una distribución homogénea de los mismos en el departamento de mayor incidencia en el 
momento del mustreo como Cundinamarca. En general, se observaron lesiones iniciales en las hojas, 
consistentes en manchas acuosas de bordes irregulares, acompañadas de necrosis y normalmente de 
color amarillento (Figura 2). Estas lesiones fueron frecuentemente observadas en el ápice o lámina 
lateral de las hojas. Cuando el progreso de la enfermedad era máximo en algunos cultivos, estas 
lesiones aumentaban de tamaño en la lámina foliar afectando las nervaduras, seguidas de una 
necrosis de la hoja causando su desprendimiento. Además de lo anterior, se observaban daños en 
otros órganos como frutos, tallos y flores. Estas consideraciones se asemejan a las realizadas  en 
distintos estudios que se desarrollaron en cultivos de maracuyá (Torres et al., 2000). En algunos 
casos, se encontraban asociados con focos virales y con lesiones causadas por insectos (Llacer et al., 
1997), por lo tanto puede suponerse que la dispersión de esta enfermedad puede estar asociada con 
insectos.     
 Los agentes causales identificados mediante pruebas bioquímicas y moleculares son bacterias 
pertenecientes a la familia Xanthomonadaceae: X. axonopodis y S.mantophilia (Tabla 14). Estos 
géneros bacterianos se pueden encontrar asociados con una población endofítica perteneciente a la 
familia de enterobacterias, pero  estas últimas no está claro el rol que pueden tener con respecto a la 
enfermedad. Estas especies de Xanthomonas son coincidentes con lo encontrado por otros autores 
como agentes causales de bacteriosis en otras especies de pasifloráceas; en Brasil fue descrito por 
primera vez por Pereira (1969) como Xathomonas axonopodis pv. passiflorae en maracuyá, Goncalves 
y  Rosato (2000)  luego lo reportan y en 2001 devastó cultivos en zonas productoras del Estado de 
Sao Pablo (Malavolta et al., 2001). En Colombia, se encuentran reportes de  X. campestris pv. 
passiflorae en cultivos de maracuyá del Valle de Cauca por Granada y Castillo (1995) y en cultivos de 
maracuyá  del eje cafetero por Botero et al, (1998).  
Mediante herramientas de identificación bioquímica, se encontraron algunos aislamientos que 
pertenecen a la  familia Xanthomonadaceae, Stenophomonas maltophilia, este género tiene similitudes 
genéticas del 96% (ADNr 16S) con géneros de Xanthomonas spp., lo cual explica su igualdad 
morfofisiológica (Hauben et al., 1997). Por esta razón, se realizaron pruebas moleculares para 
confirmar la identidad de estas especies mediante la secuenciación de esta región génica. De acuerdo 
a los resultados de la amplificación y secuenciación de ADNr 16S de los 22 aislamientos analizados, el 
60% aproximado de estos pertenecen al cluster N°1 de filogenia determinado por Hauben et al. (1997) 
y dentro del cual se encuentran las especies de Xanthomonas con afinidad a huéspedes vegetales 
dicotiledóneas. No hay una diferencia significativa entre la gran mayoría de estos grupos de 
aislamientos con respecto a los porcentajes de identidad y nucleotídica a pesar de sus distintos 
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orígenes geográficos  (Cundinamarca, Boyacá y Tolima), aunque un grupo bacteriano de tres 
aislamientos fueron contrastantes  presentando porcentajes de identidad del 95% esto podría deberse 
al microclima característico de las fincas originarias, estado de la enfermedad u otros caracteres 
biológicos del agente causal etc. 
 
Tabla 14. Resumen de las dos metodologías para la confirmación de género y especie de los agentes 
causales de la enfermedad. 
 
Con respecto a la definición de la patovariedad es indeterminada. Al desarrollar la técnica de PCR 
anidada propuesta por Munhoz (2009), no se presentó el mismo patrón de fragmentos amplificados 
específicos para esta patovariedad. Por lo tanto, los distintos orígenes geográficos pueden ser 
determinantes en la especificidad para confirmar la patovariedad. En un estudio desarrollado con estos 
aislamientos analizados se observó sintomatología característica de bacteriosis en pruebas de 
patogenicidad con hospedantes alternos como el frijol (Castillo et al., 2009), por lo tanto, es todavía 
confusa la caracterización de la patovariedad y es necesario realizar otras pruebas biológicas tal fin. 
De todas maneras, una especie de Xanthomonas podría exhibir diferentes patrones de colonización en 
diferentes hospedantes independientemente de su patovariedad y su versatilidad patogénica (Lu et al., 
2008; Allen et al., 2009). 
Por otro lado, en este estudio también se identificaron otras especies bacterianas de la familia 
Enterobacteriaceae como Erwinia amylovora, Pantoea agglomerans y especies de Enterobacter spp., 
estas bacterias están presentes en lesiones viejas, ya que estas en su inicio permanecen en una fase 
endofítica en algunas especies de plantas perennes pero pueden estar asociadas a enfermedades 
fitobacterianas por el daño de tejidos causados por los verdaderos agentes fitopatógenos (Lacava et 
al., 2006,  Brady et al., 2009). Sin embargo, estas bacterias endófitas podrían ser parte de las 
sucesiones de poblaciones bacterianas asociadas a la enfermedad; su rol puede ser benéfico, 
elicitando mecanismos de defensa en la planta  (Khan y Doty, 2009) o podrían ser asociaciones con la 
especie bacteriana fitopatógena para favorecer su colonización en los haces vasculares (Lacava et al., 
 Pruebas bioquímicas: Sistema de Identificación API 20NE® Pruebas moleculares 
 Familia: Xanthomodaceae Familia: 
Enterobacteriaceae 
Amplificación y secuenciación de ADNr 16S 
Amplificación 
de región 
específica de 
ITS 16S-23S. 
pv. 
passiflorae 
Xanthomonas 
axonopodis 
X. 
campestris 
Stenophomonas 
malthophila. 
E. cloceae 
o E. 
amylovora 
Pantoea 
aglomerans 
Xanthomonas 
axonopodis 
R-22580 
Stenophomonas 
malthophila. 
LMG 11002, 957 
y 11087 
E. 
cloceae 
Pantoea 
aglomerans 
P5WAM y 
AE10 
Aislamientos 
analizados 
15/22 1/22 3/22 2/22 1/22 10/18 5/18 1/18 2/18 0/8 
N° total de 
aislamientos 
analizados 
22 18 
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2006). Por ello, el reaislamiento de varias especies de enterobacterias endófitas y su relación con la 
enfermedad todavía no está claro.  
 
6.2. Algunos aspectos del desarrollo de la enfermedad de mancha de aceite. 
 6.2.1. Aspectos de patogenicidad, penetración y colonización. 
De acuerdo a las pruebas realizadas en plantas indicadoras como el pimentón se determinó la 
patogenicidad de los aislamientos obtenidos y con ello, se formalizó un tamizaje para obtener 
aislamientos con esta característica y seguir con las siguientes pruebas de patogenicidad en gulupa. 
En estas pruebas con plantas indicadoras, se puede observar cualitativamente el mecanismo de 
respuesta de hipersensibilidad causada por la expresión de factores de patogenicidad de estas 
fitobacterias (López, 2007).  Según Cernadas (2008), la expresión de estos factores como AvrB3/PthA 
es diferencial por especies de Xathomonas,  pero la expresión de sus genes correspondientes son 
independientes del control por genes hrp (Knoop et al., 1991). Por lo anterior, se observó que el 50% 
de los aislamientos obtenidos en esta investigación presentaron respuesta de hipersensibilidad en 
pimentón y por ello se denominaron patogénicos. Sin embargo, dentro de este porcentaje, algunos 
aislamientos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae que presentaron esta respuesta no se 
observó luego patogenicidad en plantas de gulupa. A pesar de no causar sintomatología en este 
hospedante, estos aislamientos enterobacteriales como Enterobacter spp. y Erwinia spp. pueden tener 
factores de patogenicidad como  HarpinEch y DspE h causar sintomatología en otros hospedantes 
como en las rosáceas (Bauer et al., 1995; Bogdanove et al., 1998). En lo anterior posiblemente no hay 
una interacción de compatibilidad o progresión a un proceso patogénico (susceptibilidad) en esta 
especie de pasiflorácea como gulupa contrario a los demás aislamientos de Xanthomonas spp. 
obtenidos donde si existe con este hospedante interacciones compatibles o de susceptibilidad (López, 
2007).  
De acuerdo con las pruebas de patogenicidad desarrolladas con las bacterias patogénicas en este 
estudio los métodos de inoculación utilizados infiltración y corte de tijeras permitieron una penetración 
eficiente a las bacterias utilizadas.  El método de infiltración asemeja a la penetración que hacen las 
demás fitobacterias foliares que ocurre frecuentemente por la vía estomativa o por los hidátodos 
(Ploetz 2003), y que les facilita a su vez entrar y acogerse directamente en los espacios intracelulares 
del mesófilo, pero el tiempo para lograr el contacto con las nervaduras es más largo (Melloto et al., 
2008, Ruz  et al., 2008); en el apoplasto pueden extender su multiplicación y desarrollar sus factores 
de patogenicidad. Una de las estrategias de Xanthomonas es secretar una gran cantidad de 
polisacáridos extracelulares que desempeñan un papel importante en la colonización del tejido. Estos 
polisacáridos extracelulares al interactuar con las células del hospedante, específicamente con los 
polisacáridos de su pared, pueden formar un gel favoreciendo la adhesión a ellas y poder así secretar 
efectores respectivos de virulencia (Godman y Novacky, 1994). Por otro lado, con el otro método de 
inoculación, el corte de tijeras, se permite la entrada fácilmente al tejido y a las nervaduras por el daño 
invasivo que causa. Las heridas causadas en los tejidos ayudan a los fitopatógenos a causar una 
enfermedad severa y aún más si la concentración bacteriana es mayor (Agrios, 2007). De todas 
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maneras se pueden observar síntomas asociados a las nervaduras, pudriciones del peciolo y síntomas 
en tallos adyacentes más rápidamente en comparación con el anterior método de inoculación, lo que lo 
hace un método eficiente para este tipo de evaluaciones (Zuleta et al., 2002). No obstante, con el 
método de infiltración se puede observar la inoculación de una concentración conocida y garantiza la 
entrada a las células del mesófilo en una área de tejido especifica y muy pequeña, por ello este 
método es ideal para evaluaciones de dinámica poblacional y estudios de dosis respuesta (Ruz et al., 
2008). 
Por otra parte, en las observaciones de los cortes  histológicos, este agente causal inicia su 
penetración a través de la epidermis por medio de los estomas o hidátodos (Figura 30). La posterior 
colonización está asociada a tejidos como el parénquima lagunar y luego a través de todo el mesófilo 
en el tejido foliar causando disrupción y en algunos casos,  invasión de las células del parénquima 
lagunar. Cuando este agente comienza a movilizarse localmente en el tejido, se observa invasión de  
los vasos conductores y así puede alcanzar la nervadura central de la hoja  (Kaku et al., 2004: Smith y 
Dickey, 1981). En enfermedades como X. malvacearum  en algodón, luego de 30 días de pos-
inoculación se empieza a observar lesiones aceitosas en tallo y la colonización de estas bacterias se 
asocia con el parénquima cortical, permitiendo que se movilicen hasta los haces vasculares vía xilema, 
ya que este conducto mantiene una alta concentración de fuentes de carbono (Kaku et al., 2004). Por 
ejemplo, en un estudio de Wallis et al., 1973 se observó en evaluaciones histológicos de tejidos 
foliares de lechuga infectados con X. campestris, que la traslocación de masas bacteriales  se favorece 
por la disolución de la pared completa para poder atravesar los vasos conductores adyacentes. Esto 
puede indicar que indudablemente esta enfermedad puede llegar a ser sistémica y causar 
sintomatología en varios órganos  en la planta y causar el colapso de la misma (Cason et al., 1977).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Corte trasversal de tallo principal X.axonopodis FAB145. Se observa masa bacteriana (MB9 
en la cámara subestomática (CS) y alguna población al exterior del estoma (E).Coloración Brown-
Hopps-Gram modificado.100x. 
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6.2.2. Progresión de síntomas y enfermedad. 
En esta investigación se encontró que el periodo de incubación de la enfermedad fue 
aproximadamente entre las 72 y las 96 horas luego de la inoculación, donde se empezó a observar la 
aparición de síntomas, el aumento en la concentración UFC/ 4 cm2 hasta 100.000 veces desde el 
inóculo inicial y un porcentaje de severidad desde el 4,75% hasta el 14,3% según la evaluación 
realizada con algunos aislamientos patógenos (Figura 18 y 19), esto último consistente con escala de 
severidad diseñada por Castillo (2009), y coincidente con otras investigaciones realizadas en el género 
de Xanthomonas en lechuga (Robinson et al., 2006), en plantas perennes como Nepetia cataria (Koike 
et al., 2001) y  en plantas de maracuyá en el país (Botero et al., 2006). 
De acuerdo a la escala visual para la evaluación de la progresión de síntomas que se diseñó en esta 
investigación (Figura 4) y en consecuencia el análisis de la progresión de la enfermedad, se 
alcanzaron unos porcentajes de severidad de hasta el 85% luego 20 días pos-inoculación. 
Particularmente a partir de los 30 días pos-inoculación se presentaron lesiones aceitosas en tallos, 
estos síntomas se extienden hasta las hojas sanas de la misma planta; después de 45 días aumenta la 
presencia de síntomas en hojas nuevas. Lo anterior también ha sido observado por Goncalves, (2000), 
quien desarrolló una investigación en esta enfermedad en zonas productoras de maracuyá en Brasil. 
De hecho, existen varias especies de este género bacteriano que presenta este tipo de enfermedades 
como X. campestris pv. campestris, las cuales colonizan el xilema dentro de los haces vasculares 
(Agrios, 2007)  
Con respecto a los cortes histopatológicos, la presencia de halos aceitosos como los observados en el 
estado 3, Según Kaku et al., (2004) se relaciona con la degradación de cloroplastos a consecuencia de 
la acción de efectores como citotoxinas (Figura 31a); los síntomas prosiguen a manchas pardas y 
necróticas, asociadas a la plasmólisis celular presente en el parénquima en empalizada y lagunar 
(Figura 21c, Figura 31b y c) y además la presencia de esas masas celulares en el xilema de las 
nervaduras principales para desembocar a los conductos del peciolo y causar así desprendimiento de 
la hoja (Figura 21 e y f).  También se observó en lesiones de tallo principal, necrosis avanzada con 
contaminación con hongos oportunistas asociados a la superficie de estas lesiones (Figura 31d).  Esto 
es consistente con unas observaciones que realizaron Castillo y Granada (1995) con respecto a la 
asociación de las lesiones de la enfermedad con hongos necrótofos y oportunistas, para el caso se 
encuentra Cladosporium sp.  
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Figura 31. Cortes histológicos de lesiones en hojas y tallos de gulupa infectados con X. axonopodis 
FAB145, Brown-Hopps-Gram modificado y Safranina-Fast Green. PL: Plasmólisis. MB: Masa 
bacteriana. X: xilema. CP: Células Del parênquima. H: hongos. PC: Parénquima cortical a. Corte 
transversal tallo principal de gulupa. No se observa la presencia de MB en el xilema. 10x b. Corte 
transversal de hoja infectada en estado 5. Se observa PL generalizada y aumento de MB.40x   c. 
Degradación de pared celular. 100x d.  Corte longitudinal de tallo central. Presencia de micelio y 
esporas de Cladosporium en la superficie de la lesión. 100x. 
 
6.2.3 Dinámica poblacional   
En el ensayo de cinética poblacional, a partir del primer día pos-inoculación en el área de inoculación 
(0.5 cm2) se encuentra una población aproximada de 2 X104 UFC/cm2,  población que normalmente es 
considerada epifíta (Godman y Novacky, 1994, Kangatharalingam et al., 2003). La concentración 
necesaria para poder causar respuestas de defensa o aparición de síntomas visibles asociados a 
necrosis y clorosis es de aproximadamente 1 X108 UFC/4 cm2 (Melloto et al., 2008). Consistentemente 
con lo anterior, a partir del quinto día pos-inoculación donde se observaron síntomas característicos se 
presentó una concentración aproximada a esos niveles. Los niveles máximos oscilan dentro de 
márgenes limitados de 108-109 UFC/cm2, por ello la capacidad máxima de carga por g de peso fresco 
(p.f), cm2, etc., está alrededor de 109 (LLacer et al., 1997), esto fue lo que se observó con los dos 
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aislamientos utilizados en el ensayo (X. axonopodis FAB147 y X. axonopodis FAB 151) a partir del día 
7 pos-inoculación hasta día 11 o 13 con una concentración de 2X109 UFC/4 cm2. 
No hubo una diferencia significativa en la cinética de población de los aislamientos analizados, por lo 
que se deduce que hay una similitud en la capacidad de multiplicación de cada uno. Con respecto a 
los tiempos de duplicación en la planta las bacterias fitopatogénas pueden variar desde 2-4 h en 
enterobacterias y en bacterias como Xanthomonas puede ser de 2 hasta 7 días (Llacer et al., 1997), 
por tal razón, realizando una aproximación del crecimiento logarítmico/4cm2 en el ensayo, el tiempo de 
duplicación podría ser de cada 2 días pos-inoculación. Se observó una consistencia en la aparición de 
síntomas y en la dinámica de la población, después de cada día evaluado aumentaba el área de la 
lesión, p. ej. entre el  día 5 al 7 pos inoculación se observó el aumento de clorosis (progresión de 
estado 2 a 3) y está en relación con el aumento poblacional logarítmico (crecimiento de la población de 
109 a 1010 UFC). Sin embargo, a partir del día 7 pos inoculación alcanza un nivel máximo la población 
bacteriana (1 X 1010 UFC/4 cm2), el cual se relaciona con la presencia de  una necrosis avanzada 
hasta el 15 día pos inoculación (Figura 20).   
 
 6.3.  Algunos aspectos de manejo de la enfermedad de “mancha de aceite”. 
La identificación del agente causal de la enfermedad y conocer la biología de patogénesis es 
importante para iniciar una planificación adecuada en el manejo y prevención de la misma. Por ello, 
para iniciar este proceso se debe discernir con respecto a los distintos posibles puntos críticos que 
influyen en la aparición de este problema fitosanitario. Dependiendo de las tecnologías adoptadas en 
el establecimiento del cultivo, el tiempo productivo de este podría oscilar entre 1 a 3 años y para ello, 
es importante determinar el momento adecuado para realizar el tipo de tutorado en emparrado o 
espaldera, debido a que esta planta herbácea necesita un soporte para su desarrollo que le permita 
tener buena luminosidad y protección de plagas y enfermedades (Jiménez, 2006).Otros factores de 
riesgo se pueden presentar en el manejo pos cosecha de la fruta, donde la recolección adecuada en el 
momento óptimo del estado de madurez del fruto y su posterior empacado y encerado y la temperatura 
durante el transporte, son puntos críticos que pueden determinar la predisposición de susceptibilidad 
que repercuten en sus características organolépticas y fisicoquímicas (Pachón et al. 2006 y Pinzón et 
al., 2007). Por otro lado, en el manejo en el periodo de cosecha del cultivo, existe un factor 
predisponente que ha sido corroborado en un estudio de Botero et al. (2006), en el cual, la presencia 
de bacteriosis puede verse favorecida por el exceso de fertilización, ya que las hojas presentarían 
mayor vigor atribuido a la gran cantidad de nitrógeno proporcionado p ej., por la adición de gallinaza, 
humus y pulpa de café y la aplicación excesiva de mezclas que contengan urea, DAP y cloruro de 
sodio. Otro factor de riesgo está el incremento en el número de aplicaciones de agroquímicos, 
principalmente compuestos de Cobre (Oxicloruro de Cobre), que propician la posibilidad de encontrar 
bacterias fitopatogénas resistentes a estos compuestos ya que para estos aislamientos analizados ha 
sido demostrado “in vitro” (Farfán et al., 2010; Gochez, 2005).  
En cuanto a las fuentes de inóculo de la bacteria puede ser que las otras variedades de plantas que 
forman parte de los cultivos intercalados con la gulupa o bien las malezas acompañantes (Ángeles y 
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Vidaver, 1990, Ignatov et al., 2007), sean posibles hospedantes. Con respecto a lo anterior, el agente 
bacteriano identificado en maracuyá se encontró también en los síntomas de otras pasifloráceas como 
badea (P. quadrangularis), granadilla  (P. ligularis) y curuba (Castillo y Granada, 1995). Por ello se ha 
realizado una investigación con este agente bacteriano desarrollando pruebas de patogenicidad en 
pasifloráceas y en especies de plantas que normalmente en campo son cultivos intercalados con el 
cultivo de gulupa como frijol y calabacín (Castillo et al., 2009). Se ha observado sintomatología en la 
gran mayoría de pasifloráceas utilizadas y en plantas de frijol. Esto último sugiere que no se trate de 
una sola patovariedad en este agente bacteriano, sino que es posible que tenga hospedantes alternos 
y pueda asociarse con otros géneros bacterianos formando un complejo de patogenicidad (Zhao et al., 
2000). Otras posibles causas en el desarrollo de esta enfermedad podrían ser el desconocimiento de 
las condiciones sanitarias del material de siembra y cuyas implicaciones pueden dar como resultado 
en el cultivo una salubridad deficiente. Por ello, el conocimiento de la identidad de este agente causal y 
todas las posibles causas de la entrada y diseminación de la enfermedad es importante para planificar 
épocas de siembra, material certificado, escoger los cultivos intercalados etc. 
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7. CONCLUSIONES. 
 De acuerdo a las observaciones en campo de la sintomatología típica de bacteriosis 
observada en cultivos de gulupa (P.edulis Sims), los agentes bacterianos causales de este 
problema fitosanitario son X. axonopodis y S.maltophilia.  
 
 La definición del patovar de X.axonopodis es indeterminada, ya que la población analizada 
puede ser distintiva de otras poblaciones bacterianas de patovar passiflorae. 
 
 El tipo de síntoma prevalente es el tipo III que consiste en manchas foliares de aspecto 
aceitoso y necrótico, lo cual indica que los estados iniciales de la enfermedad se encuentran 
en esta localización de la planta. 
 
 El método de inoculación efectivo y recomendable para posteriores estudios en pruebas de 
patogenicidad es la infiltración en el envés. 
 
 El periodo de incubación en el cual se observan síntomas iniciales como clorosis es a partir 
del 3 al 5 día pos-inoculación. Cuando la bacteria se establece en el tejido la progresión de 
síntomas puede ser cada dos días llegando a un nivel de porcentaje de severidad de casi el 
80% en el día 45 pos-inoculación y se observa dispersión de síntomas en hojas ascendentes, 
desprendimiento de las hojas inoculadas iniciales y  presencia de halos aceitosos en tallos. 
 
 A partir del día 1 pos-inoculación se determinó una población de 2 X 104 UFC/4cm2, la cual 
corresponde a una fase epífita del agente bacteriano en el tejido del hospedero. En el día 5 
pos-inoculación aumenta la población hasta 100.000 veces (1X108 UFC/4cm2) lo cual 
corresponde a un periodo de incubación y el microorganismo se encuentra en una fase 
exponencial. Cuando en el punto de inoculación progresa a una necrosis, la población 
bacteriana puede llegar hasta 1X108 UFC/4cm2 y corresponde a la capacidad máxima que el 
tejido por cm2 puede soportar. 
 
 En los análisis de los cortes histopatológicos de algunas pruebas de patogenicidad  se 
observó masas bacterianas que se alojan principalmente en los espacios intercelulares del 
parénquima lagunar en hojas y cortical en tallos. En estados avanzados de la enfermedad se 
observan masas bacterianas en los haces vasculares, lo cual permite la dispersión del inoculo 
a otras localizaciones de la planta. 
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8. RECOMENDACIONES. 
 
 Es recomendable realizar estudios sobre fuentes de inóculo posibles y supervivencia del 
mismo para conocer estrategias de manejo de la enfermedad como reconocimiento de 
población epifítica en plantas asintomáticas, en suelo y fuentes de agua de zonas endémicas, 
como también para comprobar la trasmisión de estos agentes a través de algunos insectos 
asociados al cultivo como ácaros y áfidos. 
 
 Con este trabajo, se podría desarrollar una investigación para observar diversidad genética 
del agente causal de acuerdo a distintas zonas donde se encuentre esta enfermedad con el 
fin de analizar posibles variantes genéticas de esta población patógena en el cultivo de 
gulupa. 
 
 Dentro de las recomendaciones básicas para el manejo de la enfermedad de mancha de 
aceite es recomendable realizar una eficiente desinfección de herramientas utilizadas para 
realizar podas, evitar fuentes de humedad como drenajes inadecuados, manejo de densidad 
de plantas para evitar microclimas con alta humedad y manejo adecuado de residuos de 
material vegetal infectado. 
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9. ANEXOS 
1A-TABLA DE MUESTRAS OBTENIDAS DE TEJIDO VEGETAL DE GULUPA CON SINTOMATOLOGIA ASOCIADA A BACTERIOSIS 
Nº 
fecha 
colección 
Lote Finca Vereda  Municipio  Departamento Especie 
Órgano de la planta 
Descripci
ón 
del 
síntoma 
  
Temper
atura 
Coordenadas Colector AISLAMIENTOS  
  H T Fr Fl R 
Altitud 
(m.s.n.m) 
Media 
1 25/02/2008 NIa NI NI Venecia Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N L.Hoyos 
FAB001,002,003,0
05-010 
2 25/02/2008 NI NI NI Venecia Cundinamarca P. edulis     x     Tipo V 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N L.Hoyos FAB004 
3 04/03/2008 NI NI NI Silvania Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1470 20 
Lat 4°24´19N  
74°23´26W L.Hoyos FAB011-015 
4 08/03/2008 1 Lucerito Que.Gra Venecia Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N S.Benitez FAB016-017 
5 08/03/2008 1 Lucerito Que.Gra Venecia Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VI 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N S.Benitez FAB018-020 
6 11/04/2008 1 
El 
Horizonte La chorrera Venecia Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N S.Benitez FAB021 
7 11/04/2008 1 
El 
Horizonte La chorrera Venecia Cundinamarca P. edulis x         Tipo II 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N S.Benitez FAB022 
8 11/04/2008 1 
El 
Horizonte La chorrera Venecia Cundinamarca P. edulis     x     Tipo V 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N S.Benitez NC
b
 
9 14/04/2008 1 BuenaVista Venecia Granada Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N S.Benitez FAB023-026 
10 14/04/2008 1 BuenaVista Venecia Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo     
Lat 04°30´47N  
074°21´23N S.Benitez FAB027 
11 14/04/2008 1 Mariscal Guacimal Granada Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N S.Benitez FAB028-031 
12 14/04/2008 1 Mariscal Guacimal Granada Cundinamarca P. edulis   x       Tipo IV 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N S.Benitez FAB032,033 
13 14/04/2008 1 Mariscal Guacimal Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VII 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N S.Benitez FAB034 
14 14/04/2008 1 San pedro La 22 Granada Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N S.Benitez 
FAB035-037,041Y 
042 
15 14/04/2008 1 San pedro La 22 Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VIII 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N S.Benitez FAB038 
16 14/04/2008 1 BuenaVista Elramal Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VII 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N S.Benitez FAB039-040 
17 28/05/2008 2 BuenaVista Elramal Granada Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Olga castro FAB043-044 
18 28/05/2008 2 BuenaVista Elramal Granada Cundinamarca P. edulis   x       Tipo IV 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Olga castro FAB045-047 
19 28/05/2008 2 BuenaVista Elramal Granada Cundinamarca P. edulis x         Tipo III 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Olga castro FAB048-050 
20 28/05/2008 2 BuenaVista Elramal Granada Cundinamarca P. edulis x         Tipo II 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Olga castro FAB051-053 
21 28/05/2008 2 BuenaVista Elramal Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo V 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Olga castro FAB054 
22 28/05/2008 2 BuenaVista Elramal Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VII 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Olga castro FAB055-056 
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23 28/05/2008 2 BuenaVista Elramal Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VIII 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Olga castro FAB057-059 
24 13/06/2008 1 
El 
Horizonte La chorrera Venecia Cundinamarca P. edulis x         Tipo I 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N S.Benitez NC 
25 13/06/2008 1 
El 
Horizonte La chorrera Venecia Cundinamarca P. edulis x         Tipo II 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N S.Benitez NC 
26 13/06/2008 1 
El 
Horizonte La chorrera Venecia Cundinamarca P. edulis   x       
Tipo IV o 
nueva 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N S.Benitez FAB060-062 
27 31/07/2008 1 San Isidro San Pedro Buenavista Boyaca P. edulis     x     Tipo VI 1984 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W L.Hoyos FAB063-064 
28 31/07/2008 2 San Isidro San Pedro Buenavista Boyaca P. edulis x         Tipo III 1984 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W S.Benitez FAB065-066 
29 31/07/2008 2 San Isidro San Pedro Buenavista Boyaca P. edulis x         Tipo I 1984 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W S.Benitez FAB067-068 
30 31/07/2008 2 San Isidro San Pedro Buenavista Boyaca P. edulis     x     Tipo VII 1984 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W S.Benitez FAB069 
31 31/07/2008 2 San Isidro San Pedro Buenavista Boyaca P. edulis     x     Tipo VIII 1984 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W S.Benitez FAB070-71 
32 31/07/2008 2 San Isidro San Pedro Buenavista Boyaca P. edulis   x       
Tipo IX o 
nueva 1984 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W S.Benitez FAB072-73 
33 13/08/2008 1 BuenaVista Venecia Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VIII 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N RIcardo Mora FAB074-75 
34 13/08/2008 1 Alejandria Agua Negra 
San 
Bernardo Cundinamarca P. edulis x         Tipo III 1600 20 Lat: 4°53´N 74°30´W RIcardo Mora FAB076 
35 14/08/2008 1 San Isidro Las Toldas La Argentina Huila P. edulis x         Tipo II 2408 18 
Lat: 2°23´N 75°56´W 
(L. P.) Diana Ortiz FAB077 Y 082 
36 14/08/2008 1 San Isidro Las Toldas La Argentina Huila P. edulis     x     Tipo VII 2408 18 
Lat: 2°23´N 75°56´W 
(L. P.) Diana Ortiz FAB078 
37 14/08/2008 1 San Isidro Las Toldas La Argentina Huila P. edulis   x       Tipo III 2408 18 
Lat: 2°23´N 75°56´W 
(L. P.) Diana Ortiz FAB079 
38 12/08/2008 1 Monserrate Quecos 
San 
Bernardo Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VIII 1600 20 Lat: 4°53´N 74°30´W Ricardo Mora FAB080-081 
39 05/09/2008 1 
La 
Estación La Estancia Gigante  Huila P. edulis x         Tipo I 860 24 
Lat 2°23´23N 
75°56´00W Diana Ortiz FAB083 
40 04/09/2008 1 
Villa 
Juliana Cedral Garzòn Huila P. edulis x         Tipo III 828 24 
Lat 2°23´23N 
75°56´00W Diana Ortiz NC 
41 11/09/2008 1 
Villa 
Juliana Cedral Garzòn Huila P. edulis x         Tipo III 828 24 
Lat 2°23´23N 
75°56´00W Diana Ortiz NC 
42 11/09/2008 1 La gulupa La hondita Peñol Antioquia P. edulis x         Tipo I 2000 17 
Lat 
6º13"01"N75º14"55"W Diana Ortiz FAB084-085 
43 11/09/2008 1 La Fortuna Cucuana Cajamarca Tolima P. edulis     x     Tipo VIII 1814 19 Lat: 4°29´N 75°22´W Diana Ortiz FAB086 
44 11/09/2008 1 La Fortuna Cucuana Cajamarca Tolima P. edulis     x     Tipo VII 1814 19 Lat: 4°29´N 75°22´W Diana Ortiz FAB087 
45 11/09/2008 1 La Fortuna Cucuana Cajamarca Tolima P. edulis x         Tipo III 1814 19 Lat: 4°29´N 75°22´W Diana Ortiz FAB088 
46 11/09/2008 1 La gulupa La hondita Peñol Antioquia P. edulis     x     Tipo VII 2000 17 
Lat 
6º13"01"N75º14"55"W Diana Ortiz FAB089 
47 11/09/2008 1 La Fortuna Cucuana Cajamarca Tolima P. edulis   x       Tipo IV 1814 19 Lat: 4°29´N 75°22´W Diana Ortiz FAB090 
48 18/11/2008 1 
La 
Esmeralda Playita Granada Cundinamarca P. edulis x         Tipo III 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N 
Guillermo 
Zuluaga FAB091-093 
49 15/12/2008 1 La Iraca San Martín San Martín Meta 
P. edulis var. 
flavicarpa     x     Tipo VIII 420 27 
Latitud 03º41'40" y 
Longitud 73º41'37" L.Hoyos FAB094-095 
50 18/11/2008 1 
La 
Esmeralda Playita Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VII 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N 
Guillermo 
Zuluaga FAB096-098 
51 15/12/2008 1 Mariscal Guacimal Granada Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VII 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Ricardo Mora FAB097 Y 100 
85 
 
52 23/01/2009 1   
Buenos 
Aires Granada Cundinamarca P. edulis x         Tipo III 1890 14 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N Ricardo Mora FAB101-102 
53 30/01/2009 1 Bellavista El Diamante Venecia Cundinamarca P. edulis x         Tipo III 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N Ricardo Mora FAB103-105 
54 30/01/2009 1 Bellavista El Diamante Venecia Cundinamarca P. edulis     x     Tipo V 1423 18 
Lat 04°31´31N  
074°21´15N Ricardo Mora NC 
55 12/02/2009 1  NI  NI Ibagué Tolima P. edulis x         Tipo III 1225 24 
Lat: 4°26´20N 
75°13´55W 
Aleida 
Vigoya FAB106-107 
56 12/02/2009 1  NI  NI Ibagué Tolima P. edulis     x     Tipo  1225 24 
Lat: 4°26´20N 
75°13´55W 
Aleida 
Vigoya FAB108-110 
57 14/02/2009 1 
Guadalajar
a La Buitrera Pradera Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         Tipo III 1070 23 
Lat: N 03°32 35" , W 
76°22 54",  
Juan David 
Carmona FAB111 
58 14/02/2009 1 
Guadalajar
a La Buitrera Pradera Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         Tipo III 1070 23 
Lat: N 03°32 35" , W 
76°22 54",  
Juan David 
Carmona FAB120-121 
59 14/02/2009 1 
Guadalajar
a La Buitrera Pradera Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa     x     Tipo VII 1070 23 
Lat: N 03°32 35" , W 
76°22 54",  
Juan David 
Carmona FAB122 
60 14/02/2009 1 
Guadalajar
a La Buitrera Pradera Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa     x     Tipo VII 1070 23 
Lat: N 03°32 35" , W 
76°22 54",  
Juan David 
Carmona FAB119 
61 14/02/2009 1 
Guadalajar
a La Buitrera Pradera Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa     x     Tipo VII 1070 23 
Lat: N 03°32 35" , W 
76°22 54",  
Juan David 
Carmona NC 
62 18/02/2009 1 El tesorito  NI Manizales Caldas P. edulis     x     Tipo VII 2150 18 
Lat: N 05°1'48,1" , W 
75°26 6,1"  S. Benitez FAB112-113 
63 18/02/2009 1 El tesorito  NI Manizales Caldas P. edulis x         Tipo II 2150 18 
Lat: N 05°1'48,1" , W 
75°26 6,1"  S. Benitez FAB114-115 
64 19/02/2009 1 
Villa 
Carolina El Ramal 
Sta. Rosa 
del Cabal Risaralda P. edulis x         Tipo I 1701 19 
Lat: N 04°53'41,9" , W 
75°37º53,6"  S. Benitez FAB116 
65 19/02/2009 1 El paisaje El Ramal 
Sta. Rosa 
del Cabal Risaralda 
P. 
quadrangularis x         Tipo I-NC 1701 19 
Lat: N 04°53'41,9" , W 
75°37º53,6"  S. Benitez FAB117-118 
66 18/02/2009 1 El tesorito  NI Manizales Caldas P. mollissima x         Tipo III 2150 18 
Lat: N 05°1'48,1" , W 
75°26 6,1"  S. Benitez NC 
67 19/02/2009 1 El rosal Guamacas Villa Rica Tolima P. edulis     x     Tipo VI 1300 20 Lat:N 19º35´, W 96º18´ 
Obdulio 
Jutinico NC* 
68 24/02/2009 1 Guayabal  NI La union Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         Tipo III 938 24 
Lat: N 04°32'05" , W 
76°06´04"  Alberto Rojas FAB123 
69 24/02/2009 1 La Rosa Tejeda La union Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         HONGOS 932 24 
Lat: N 04°32'05" , W 
76°06´04"  Alberto Rojas FAB124-125 
70 24/02/2009 1 El progreso Tejeda La union Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         Tipo II 932 24 
Lat: N 04°32'05" , W 
76°06´04"  Alberto Rojas FAB126 
71 24/02/2009 1 Jigual San Luis La union Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         Tipo III 937 24 
Lat: N 04°32'05" , W 
76°06´04"  Alberto Rojas FAB127 
72 24/02/2009 1 Toluca 4 
Corr. San 
Francisco Toro Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         Tipo III 944 23  NI Alberto Rojas FAB128 
73 24/02/2009 1 Toluca 4 
Corr. San 
Francisco Toro Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         Tipo II 944 23  NI Alberto Rojas FAB129 
74 24/02/2009 1 Toluca 1 Miraflores Toro Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         
NO 
Procesad
a 957 23  NI Alberto Rojas NC 
75 24/02/2009 1 
Vergel 
florido Higueroncito Roldanillo Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         Tipo III 938 23 
Lat: N 04°24'08" , W 
76°09´12"  Alberto Rojas FAB130 
76 24/02/2009 1  NI Corr. Morelia Roldanillo Valle del Cauca 
P. edulis var. 
flavicarpa x         
No 
procesad
a 942 23 
Lat: N 04°24'08" , W 
76°09´12"  Alberto Rojas NC 
77 23/06/2009 1 
La 
Esperanza Centro Granada Cundinamarca 
Cucurbita 
pepo x         Tipo II 2234 18 Lat: 4°53´N 74°30´W RIcardo Mora FAB131 
78 23/06/2009 1  La clarita NI  Venecia Cundinamarca P. edulis     x     Tipo VI 1423 18 Lat 04°31´31N  RIcardo Mora FAB132 
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074°21´15N 
79 03/09/2009 1 
La 
Esperanza Centro Granada Cundinamarca P.edulis x         Tipo III 2234 18 Lat: 4°53´N 74°30´W RIcardo Mora FAB133-136 
80  21/01/2010 1  
La 
esperanza   Centro Granada Cundinamraca P.edulis   x       Tipo IV 2234 18 Lat: 4°53´N 74°30´W Emiro Ortiz. FAB137-139 
81 29/01/2010 1 
La 
California Santa Elena 
San 
Bernardo Cundinamarca P.edulis x x       Tipo III  2000 20 Lat: 4°53´N 74°30´W Emiro Ortiz FAB141, FAB142 
82 29/01/2010 1 
La 
California Santa Elena 
San 
Bernardo Cundinamarca P.edulis     x     Tipo VII 2000 20 Lat: 4°53´N 74°30´W Emiro Ortiz FAB140,FAB144 
83 29/01/2010 1       Cundinamarca P.edulis       x   foto       
Donald 
Riascos FAB143 
84-
77 09/02/2010 1 
La 
Esperanza Centro Granada Cundinamarca P.edulis x x       Tipo III 2234 18 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N RIcardo Mora FAB145 
85-
78 09/02/2010 1 
La 
Esperanza Centro Granada Cundinamarca P.edulis x         Tipo II 2234 18 
Lat 04°30´47N  
074°21´23N RIcardo Mora   
86 10/02/2010 1 
La 
california 
Santa Elena-
abajo 
San 
Bernardo Cundinamarca P.edulis x         Tipo II 2000 20 Lat: 4°53´N 74°30´W 
Solange 
Benitez   
87 10/02/2010 2 
La 
California 
Santa Elena-
arriba 
San 
Bernardo Cundinamarca P.edulis x x       Tipo III 2000 20 Lat: 4°53´N 74°30´W 
Solange 
Benitez FAB152 
88 11/02/2010 2 La Palma 
La Chorrera-
medio Venecia Cundinamarca P.edulis x         Tipo III 1480 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W 
Solange 
Benitez FAB 146 
89 11/02/2010 2 La Palma 
La Chorrera-
medio Venecia Cundinamarca P.edulis   x       Tipo IV 1480 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W 
Solange 
Benitez   
90 11/02/2010 3 La Palma 
La Chorrera-
arriba Venecia Cundinamarca P.edulis x         Tipo II 1480 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W 
Solange 
Benitez FAB147 
91 11/02/2010 3 La Palma 
La Chorrera-
arriba Venecia Cundinamarca P.edulis   x       
Tipo IV o 
nueva 1480 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W 
Solange 
Benitez   
92 11/02/2010 1 La Palma 
La Chorrera-
abajo Venecia Cundinamarca P.edulis x         Tipo III 1480 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W 
Solange 
Benitez FAB148 
93 11/02/2010 1 La Palma 
La Chorrera-
abajo Venecia Cundinamarca P.edulis x         Tipo II 1480 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W 
Solange 
Benitez FAB151 
94 11/02/2010 1 La Palma 
La Chorrera-
abajo Venecia Cundinamarca P.edulis     x     nueva 1480 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W 
Solange 
Benitez   
95 11/02/2010 1 La Clarita 
Aposentos-
centro Venecia Cundinamarca P.edulis x         Tipo III 1969 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W RIcardo Mora FAB149 
96 11/02/2010 1 Eucaliptos 
Aposentos- 
Dos llu Venecia Cundinamarca P.edulis x         Tipo III 1794 18 
Lat 07°03´17N  
071°57´49W RIcardo Mora FAB15O 
aNI:No existe información. 
b  NC: No hubo crecimiento bacteriano  
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1B-TABLA DE AISLAMIENTOS OBTENIDOS DE TEJIDO VEGETAL DE GULUPA CON SINTOMATOLOGIA ASOCIADA A BACTERIOSIS. 
Consecutiv
o 
Especie Órgano 
de la 
planta 
Número de 
muestra 
Origen Departament
o 
Gram
a 
Forma 
microsc.
b 
Color
c 
Forma 
colonia 
Elevación Borde Consistenci
a 
Morfotip
o 
Pruebas bioquímicas 
              O-
Fd 
TSIe A.
A 
K
B 
YDCA
f 
Génerog  
FAB001 Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A  - - CreM Erwinia spp. 
FAB002 Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - CreM Erwinia spp. 
FAB003 Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
A/A - - Crem Erwinia spp. 
FAB004* Gulupa Fruto 2 Venecia Cundinamarc
a 
N CB  irregular convexa redondo mucoide 3 NI NI NI NI NI NI 
FAB005 Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amv puntiform
e 
convexa redonda butirosa 11 oxid K/K - - am Burkholderia 
spp. 
FAB006 Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - am Pantoea spp. 
FAB007* Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N CB  circular convexa Ondulado mucoide 5 NI NI NI NI NI NI 
FAB008 Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N B amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid K/K - + blan Pseudomonas 
spp. 
FAB009 Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N B cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/K - + blan Pseudomonas 
spp. 
FAB010 Gulupa Hoja 1 Venecia Cundinamarc
a 
N B  irregular plana redonda Blanda 9 NI NI NI NI NI NI 
FAB011 Gulupa Hoja 3 Silvania Cundinamarc
a 
N B am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 ana
F 
K/K - - blan Erwinia spp. 
FAB012 Gulupa Hoja 3 Silvania Cundinamarc
a 
N B  puntiform
e 
acuminada espiculad
a 
Butirosa 11 NI NI NI NI NI NI 
FAB013 Gulupa Hoja 3 Silvania Cundinamarc
a 
N B amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A  - - am Pantoea spp. 
FAB014* Gulupa Hoja 3 Silvania Cundinamarc
a 
N B  puntiform
e 
acuminada espiculad
a 
Butirosa 11 NI NI NI NI NI NI 
FAB015 Gulupa Hoja 3 Silvania Cundinamarc
a 
N CB amv puntiform
e 
convexa redonda butirosa 11 oxid K/K - - am Burkholderia 
spp. 
FAB016 Gulupa Hoja 4 Venecia Cundinamarc
a 
N CB am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 ana
F 
K/A  - - am Pantoea spp. 
FAB017 Gulupa Hoja 4 Venecia Cundinamarc
a 
N CB am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 ana
F 
K/A  - - am Pantoea spp. 
FAB018 Gulupa Fruto 5 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A  - - am Pantoea spp. 
FAB019* Gulupa Fruto 5 Venecia Cundinamarc
a 
N CB  circular convexa Ondulado mucoide 5 NI NI NI NI NI NI 
FAB020 Gulupa Fruto 5 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - am Pantoea spp. 
FAB021 Gulupa Hoja 6 Venecia Cundinamarc
a 
  amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A  - - am Pantoea spp. 
FAB022* Gulupa Hoja 7 Venecia Cundinamarc
a 
N B  circular convexa Ondulado Blanda 5 NI NI NI NI NI NI 
FAB023* Gulupa Hoja 9 Granada Cundinamarc
a 
   circular papilada redondo Blanda 14 NI NI NI NI NI NI 
FAB024* Gulupa Hoja 9 Granada Cundinamarc
a 
N CB  irregular planoconvex
a 
espiculad
a 
Blanda 13 NI NI NI NI NI NI 
FAB025 Gulupa Hoja 9 Granada Cundinamarc
a 
N B bl irregular convexa espiculad
a 
butirosa 1 oxid K/K - - Crem Burkholderia 
spp. 
FAB026 Gulupa Hoja 9 Granada Cundinamarc
a 
N B cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/K - - blan NI 
FAB027 Gulupa Fruto 10 Granada Cundinamarc
a 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/K - - blan NI 
FAB028 Gulupa Hoja 11 Granada Cundinamarc
a 
N B amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A - - am Pantoea spp. 
FAB029* Gulupa Hoja 11 Granada Cundinamarc
a 
N B  irregular planoconvex
a 
espiculad
a 
Blanda 13             
FAB030 Gulupa Hoja 11 Granada Cundinamarc
a 
N B amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A  - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB031 Gulupa Hoja 11 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid K/K - - Cre-t NI  
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FAB032 Gulupa Tallo 12 Granada Cundinamarc
a 
N B amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - CreM Erwinia spp. 
FAB033* Gulupa Tallo 12 Granada Cundinamarc
a 
N CB  fusiforme papilada Ondulado Butirosa 1             
FAB034 Gulupa Fruto 13 Granada Cundinamarc
a 
N CB amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A  - - blan Erwinia spp. 
FAB035 Gulupa Hoja 14 Granada Cundinamarc
a 
N B amv puntiform
e 
convexa redonda butirosa 11 oxid K/K + - am Burkholderia 
spp. 
FAB036* Gulupa Hoja 14 Granada Cundinamarc
a 
   irregular convexa  mucoide 17 NI NI NI NI NI NI 
FAB037 Gulupa Hoja 14 Granada Cundinamarc
a 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/K + - Cre-t NI  
FAB038* Gulupa Fruto 15 Granada Cundinamarc
a 
N CB  irregular convexa redondo mucoide 3 NI NI NI NI NI NI 
FAB039* Gulupa Fruto 16 Granada Cundinamarc
a 
N CB  fusiforme papilada Ondulado Butirosa 1 NI NI NI NI NI NI 
FAB040 Gulupa Fruto 16 Granada Cundinamarc
a 
N B amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
-  - - am Pantoea spp. 
FAB041 Gulupa Hoja 14 Granada Cundinamarc
a 
  am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - Cre-t Erwinia spp. 
FAB042 Gulupa Hoja 14 Granada Cundinamarc
a 
N B amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid K/K - - am Burkholderia 
spp. 
FAB043 Gulupa Hoja 17 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid K/K+H2
S 
- - Crem Agrobacterium 
spp. 
FAB044* Gulupa Hoja 17 Granada Cundinamarc
a 
N CB  circular convexa Ondulado mucoide 5 NI NI NI NI NI NI 
FAB045 Gulupa Tallo 18 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid K/K - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB046* Gulupa Tallo 18 Granada Cundinamarc
a 
N CB  circular convexa Ondulado mucoide 5 NI NI NI NI NI NI 
FAB047 Gulupa Tallo 18 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid K/K - - am Xanthomonas  
spp. 
FAB048 Gulupa Hoja 19 Granada Cundinamarc
a 
N CB amv puntiform
e 
convexa redonda butirosa 11 oxid K/K - - am Burkholderia 
spp. 
FAB049 Gulupa Hoja 19 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
A/A+CO
2 
- - CreM Erwinia spp. 
FAB050 Gulupa Hoja 19 Granada Cundinamarc
a 
N CB am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 ana
F 
K/A  - - CreM Erwinia spp. 
FAB051 Gulupa Hoja 20 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt circular convexa redonda mucoide 3 ana
F 
K/A  - - blan Erwinia spp. 
FAB052 Gulupa Hoja 20 Granada Cundinamarc
a 
N CB bla circular convexa espiculad
a 
cremosa 6 oxid   NI - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB053 Gulupa Hoja 20 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid   - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB054 Gulupa Fruto 22 Granada Cundinamarc
a 
N B am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid K/K+H2
S 
- - am Xanthomonas 
spp. 
FAB055 Gulupa Fruto 22 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - Cre-t Erwinia spp. 
FAB056 Gulupa Fruto 22 Granada Cundinamarc
a 
N B amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - CreM Erwinia spp. 
FAB057 Gulupa Fruto 23 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A  - - CreM Erwinia spp. 
FAB058 Gulupa Fruto 23 Granada Cundinamarc
a 
N B cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
K/A  - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB059 Gulupa Fruto 23 Granada Cundinamarc
a 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
A/A - - Crem
C 
Erwinia spp. 
FAB060 Gulupa Tallo 
central 
26 Venecia Cundinamarc
a 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - Cre-t Erwinia spp. 
FAB061* Gulupa Tallo 
central 
26 Venecia Cundinamarc
a 
N   circular papilada redonda butirosa 15 NI NI NI NI NI NI 
FAB062 Gulupa Tallo 
central 
26 Venecia Cundinamarc
a 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/A  - - CreM Agrobacterium
? spp. 
FAB063 Gulupa Fruto 27 BuenaVista Boyaca N B amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A  - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB064 Gulupa Fruto 27 BuenaVista Boyaca N CB bla circular convexa espiculad
a 
cremosa 6 ana
F 
A/A - - Crem
C 
Erwinia spp. 
FAB065 Gulupa Hoja 28 BuenaVista Boyaca N B cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - blan Erwinia spp. 
FAB066 Gulupa Hoja 28 BuenaVista Boyaca N CB amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A  - - CreM Erwinia spp. 
FAB067 Gulupa Hoja 29 BuenaVista Boyaca N B amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid K/K - - Crem
C 
Pseudomonas 
spp. 
FAB068 Gulupa Hoja 29 BuenaVista Boyaca N CB bla circular convexa espiculad
a 
cremosa 6 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - blan Erwinia spp. 
FAB069 Gulupa Fruto 30 BuenaVista Boyaca N B amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
A/A - - am Pantoea spp. 
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FAB070 Gulupa Fruto 31 BuenaVista Boyaca N B amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 oxid K/K - - CreM Xanthomonas 
spp. 
FAB071 Gulupa Fruto 31 BuenaVista Boyaca N B am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid K/K - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB072 Gulupa Tallo 
central 
32 BuenaVista Boyaca N CB amt puntiform
e 
convexa redonda butirosa 2 ana
F 
K/K - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB073 Gulupa Tallo 
central 
32 BuenaVista Boyaca N B amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid A/A - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB074 Gulupa Fruto 33 Granada Cundinamarc
a 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
K/A  - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB075 Gulupa Fruto 33 Granada Cundinamarc
a 
  amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 oxid K/K - + Cre-t Pseudomonas 
spp. 
FAB076 Gulupa Hoja 34 San Bernardo Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A - - Crem Erwinia spp. 
FAB077 Gulupa Hoja 35 La Argentina Huila N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
A/A - - CreM Erwinia spp. 
FAB078 Gulupa Fruto 36 La Argentina Huila N B amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid K/K - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB079 Gulupa Tallo 37 La Argentina Huila N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A + 
CO2 
- - CreM Erwinia spp. 
FAB080 Gulupa Fruto 38 San Bernar Cundinamarc
a 
N B cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/K - - Cre-t Agrobacterium 
spp. 
FAB081 Gulupa Fruto 38 San Bernar Cundinamarc
a 
N CB amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid K/K - - Cre-t NI 
FAB082 Gulupa Hoja 35 La Argentina Huila N CB bla circular convexa espiculad
a 
cremosa 6 ana
F 
K/A  - - blan Erwinia spp. 
FAB083 Gulupa Hoja 39 Gigante Huila N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
A/A - - CreM Erwinia spp. 
FAB084* Gulupa Hoja 42 Peñol Antioquia        NC     - -     
FAB085 Gulupa Hoja 42 Peñol Antioquia N B amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A  - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB086 Gulupa Fruto 43 Cajamarca Tolima N B amt circular convexa redonda mucoide 3 ana
F 
K/A  - - CreC Erwinia spp. 
FAB087 Gulupa Fruto 44 Cajamarca Tolima N B am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid A/A + - am Xanthomonas 
spp. 
FAB088 Gulupa Hoja 45 Cajamarca Tolima N B amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid K/K - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB089 Gulupa Fruto 46 Peñol Antioquia N B cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
A/A - - blan Erwinia spp. 
FAB090 Gulupa Tallo 47 Cajamarca Tolima N B amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid K/K - + Cre-t Pseudomonas 
spp. 
FAB091 Gulupa Hoja 48 Granada Cundinamarc
a 
N CB am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid K/K - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB092 Gulupa Hoja 48 Granada Cundinamarc
a 
N B amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A+CO
2 
- - CreM Erwinia spp. 
FAB093 Gulupa Hoja 48 Granada Cundinamarc
a 
N B amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A - - CreM Erwinia spp. 
FAB094 Maracuy
à 
Fruto 49 San martin  Meta N B amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A - - blan Erwinia spp. 
FAB095 Maracuy
à 
Fruto 49 San martin  Meta N CB amt puntiform
e 
convexa redonda butirosa 2 ana
F 
K/A - - blan Erwinia spp. 
FAB096 Gulupa Fruto 50 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A - - CreM Erwinia spp. 
FAB097 Gulupa Fruto 51 Granada Cundinamarc
a 
N CB bla circular convexa espiculad
a 
cremosa 6 ana
F 
K/A - - blan Erwinia spp. 
FAB098 Gulupa Fruto 50 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid K/K - + CreC Pseudomonas 
spp. 
FAB099 Gulupa Fruto 50 Granada Cundinamarc
a 
N CB amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
K/A - - am Pantoea spp. 
FAB100 Gulupa Fruto 51 Granada Cundinamarc
a 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/K - + Cre-t Pseudomonas 
spp. 
FAB101 Gulupa Hoja 52 San Bernardo Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid K/K+H2
S 
- - am Xanthomonas 
spp. 
FAB102 Gulupa Hoja 52 San Bernardo Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
A/A - - CreM Erwinia spp. 
FAB103 Gulupa Hoja 53 San Bernardo Cundinamarc
a 
N CB am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 ana
F 
A/A - - CreM Erwinia spp. 
FAB104 Gulupa Hoja 53 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amt circular convexa redonda mucoide 3 ana
F 
K/A - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB105 Gulupa Hoja 53 Venecia Cundinamarc
a 
N CB crem irregular umblicada espiculad
a 
Butirosa 5 ana
F 
K/A - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB106 Gulupa Hoja 55 Ibague Tolima N CB am circular convexa redonda mucoide 7 oxid K/K - - Cre-t  NI 
FAB107 Gulupa Hoja 55 Ibague Tolima N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
A/A - - CreV Erwinia spp. 
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FAB108 Gulupa Fruto 56 Ibague Tolima N CB amt circular convexa redonda mucoide 3 ana
F 
K/A - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB109 Gulupa Fruto 56 Ibague Tolima N CB amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 oxid K/K+H2
S 
- - am Xanthomonas 
spp. 
FAB110 Gulupa Fruto 56 Ibague Tolima N CB amt circular convexa redonda mucoide 3 oxid K/K - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB111 Maracuy
à 
Hoja 57 Pradera Valle del 
cauca 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A + - Cre-t Erwinia spp. 
FAB112 Gulupa Fruto 62 Manizales   Caldas N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A + - Cre-t Erwinia spp. 
FAB113 Gulupa Fruto 62 Manizales   Caldas N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
K/A+CO
2 
- - Crem Erwinia spp. 
FAB114 Gulupa Hoja 63 Manizales   Caldas N CB am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 ana
F 
K/A - - CreM Erwinia spp. 
FAB115* Gulupa Hoja 63 Manizales   Caldas N CB  puntiform
e 
convexa redonda butirosa 2 NI NI NI NI NI NI 
FAB116 Gulupa Hoja 64 Sta. Rosa de 
Cabal 
Risaralda N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/K - - Crem Ralstonia? 
spp. 
FAB117 Badea Hoja 65 Sta. Rosa de 
Cabal 
Risaralda N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A+CO
2 
- - Cre-t Erwinia spp. 
FAB118 Badea Hoja 65 Sta. Rosa de 
Cabal 
Risaralda N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
A/A - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB119 Maracuy
à 
Fruto 60 Pradera  Valle del 
cauca 
N CB bl irregular convexa espiculad
a 
butirosa 1 oxid K/K - - Cre-t  NI 
FAB120 Maracuy
à 
Hoja 58 Pradera  Valle del 
cauca 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid K/K - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB121 Maracuy
à 
Hoja 58 Pradera  Valle del 
cauca 
N CB amt circular convexa redonda mucoide 3 ana
F 
A/A - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB122 Maracuy
à 
Fruto 59 Pradera  Valle del 
cauca 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid K/K - - Cre-t NI  
FAB123 Maracuy
à 
Hoja 68 La unión  Valle del 
cauca 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A - - am Pantoea spp. 
FAB124 Maracuy
à 
Hoja 69 La unión  Valle del 
cauca 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
A/A - - Cre-t Erwinia spp. 
FAB125 Maracuy
à 
Hoja 69 La unión  Valle del 
cauca 
N CB  circular convexa redonda mucoide 7 oxid K/K - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB126 Maracuy
à 
Hoja 70 La unión  Valle del 
cauca 
N CB am puntiform
e 
umblicada redonda mucoide 8 ana
F 
A/A - - Cre-t Pantoea spp. 
FAB127 Maracuy
à 
Hoja 71 La unión Valle del 
cauca 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 ana
F 
K/A+CO
2 
- - Cre-t Erwinia spp. 
FAB128 Maracuy
à 
Hoja 72 Toro Valle del 
cauca 
N CB am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid A/A - - nar Xanthomonas 
spp. 
FAB129 Maracuy
à 
Hoja 73 Toro Valle del 
cauca 
N CB am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid A/A - - nar Xanthomonas 
spp. 
FAB130 Maracuy
à 
Hoja 75 Roldanillo Valle del 
cauca 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid K/K+H2
S 
- - am Xanthomonas 
spp. 
FAB131 Calabacì
n 
Hoja 77 Granada Cundinamarc
a 
N CB  irregular acuminada espiculad
a 
butirosa 8 oxid K/K - - nar Xanthomonas 
spp. 
FAB132 Gulupa Fruto 78 Venecia Cundinamarc
a 
N CB amp redonda umblicada o 
c 
redonda cremosa 9 ana
F 
A/A+CO
2 
- - Crem Erwinia spp. 
FAB133 Gulupa Hoja 79 Granada Cundinamarc
a 
N CB crem irregular umblicada espiculad
a 
Butirosa 5 ana
F 
K/A+CO
2 
- - Crem Erwinia spp. 
FAB134 Gulupa Hoja 79 Granada Cundinamarc
a 
N B am puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid K/K+H2
S 
- - am Xanthomonas 
spp. 
FAB135 Gulupa Hoja 79 Granada Cundinamarc
a 
N CB cremt circular convexa redonda mucoide 4 ana
F 
A/A - - Crem Erwinia spp. 
FAB136 Gulupa Hoja 79 Granada Cundinamarc
a 
N CB amt puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 oxid A/A - - am Xanthomonas 
spp. 
FAB137 Gulupa Tallo 80 Granada Cundinamarc
a 
N CB crem irregular umblicada espiculad
a 
Butirosa 5 oxid K/K - - Crem Burkholderia 
spp. 
FAB138 Gulupa Tallo 80 Granada Cundinamarc
a 
N B cremt circular convexa redonda mucoide 4 oxid   - - Crem  NI 
FAB139 Gulupa Tallo 80 Granada Cundinamarc
a 
N B bl fusiforme planoconvex
a 
espiculad
a 
butirosa 10 oxid K/K - - Crem  NI 
FAB140 Gulupa Fruto 82 San Bernardo 
Cundinamarc
a 
N B amt 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 
NI NI NI NI NI NI 
FAB141 Gulupa Hoja 81 San Bernardo 
Cundinamarc
a 
N B amt 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 
NI NI NI NI NI NI 
FAB142 Gulupa Hoja 81 San Bernardo 
Cundinamarc
a 
N B amt 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 
NI NI NI NI NI NI 
FAB143 Gulupa Flor 83 
 
Cundinamarc
a 
N CB amt 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda butirosa 2 
NI NI NI NI NI NI 
FAB144 Gulupa Fruto 82 San Bernardo 
Cundinamarc
a 
N B cremt circular convexa redonda mucoide 2 
NI NI NI NI NI NI 
FAB145 Gulupa Hoja 84 Granada 
Cundinamarc
a 
N B am 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 
NI NI NI NI NI NI 
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* Aislamientos perdidos. 
aN: Coloración gram negativa. P: Coloración gran positiva. 
b   CB: Cocobacilos. N: Bacilos. C: Cocos. 
c Am: colonias amarillas. Bla: colonias blancas. Amp: colonias amarillas pálidas. Cre-t: colonias de color crema transparentes. 
dOxid: microorganismo oxidativo. AnaF: microorganismo anaerobio facultativo 
e K: Alcalino. A: ácido. H2S: producción de acido sulfhídrico. CO2: Producción de dióxido de Carbono. 
fAm: colonias amarillas. Bla: colonias blancas. CreM: colonias crema mucoides. Cre-t: colonias de color crema transparentes. 
g NI:No identificado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FAB146 Gulupa Hoja 88 Venecia 
Cundinamarc
a 
N B am 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid 
K/K+H2
S 
- - am 
Xanthomonas 
spp. 
FAB147 Gulupa Hoja 90 Venecia 
Cundinamarc
a 
N B am 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid 
K/K+H2
S 
- - am 
Xanthomonas 
spp. 
FAB148 Gulupa Hoja 92 Venecia 
Cundinamarc
a 
N B am 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid 
K/K+H2
S 
- - am 
Xanthomonas 
spp. 
FAB149 Gulupa Hoja 95 Venecia 
Cundinamarc
a 
N B am 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid 
K/K+H2
S 
- - am 
Xanthomonas 
spp. 
FAB150 Gulupa Hoja 95 Venecia 
Cundinamarc
a 
N B am 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid 
K/K+H2
S 
- - am 
Xanthomonas 
spp. 
FAB151 Gulupa Hoja 93 Venecia 
Cundinamarc
a 
N B am 
puntiform
e 
planoconvex
a 
redonda mucoide 7 oxid 
K/K+H2
S 
- - am 
Xanthomonas 
spp. 
FAB152 Gulupa Hoja 87 San Bernardo 
Cundinamarc
a N B am 
puntiform
e 
planoconvex
a redonda mucoide 7 oxid 
K/K+H2
S - - am 
Xanthomonas 
spp. 
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2- AISLAMIENTOS QUE PRESENTARON RESPUESTA HIPERSENSIBLE LUEGO DE 24 H DE INOCULACIÓN EN PLANTAS DE 
PIMENTÓN.  
 
Nº de Aislamiento Especie 
Órgano 
Origen Departamento Pruebas H: Pimentón Género de la planta 
     
Fecha de 
procesamiento. Respuesta 
 FAB001 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 30/03/2009 P Erwinia spp. 
FAB002 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 30/03/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB005 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 30/03/2009 P 
Burkholderia spp. 
FAB009 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 30/03/2009 P 
Pseudomonas spp. 
FAB011 Gulupa Hoja Silvania Cundinamarca 26/05/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB013 Gulupa Hoja Silvania Cundinamarca 30/03/2009 P 
Pantoea spp. 
FAB015 Gulupa Hoja Silvania Cundinamarca 26/05/2009 P 
Burkholderia spp. 
FAB031 Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 30/03/2009 P 
NID 
FAB032 Gulupa Tallo Granada Cundinamarca 30/03/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB037 Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 26/05/2009 P 
NID 
FAB041 Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB043 Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 26/05/2009 P 
Agrobacterium spp. 
FAB045 Gulupa Tallo Granada Cundinamarca 24/04/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB047 Gulupa Tallo Granada Cundinamarca 24/04/2009 P 
Xanthomonas  spp. 
FAB053 Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 26/05/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB054 Gulupa Fruto Granada Cundinamarca 12/03/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB055 Gulupa Fruto Granada Cundinamarca 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB057 Gulupa Fruto Granada Cundinamarca 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB060 Gulupa Tallo central Venecia Cundinamarca 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB065 Gulupa Hoja BuenaVista Boyacá 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB069 Gulupa Fruto BuenaVista Boyacá 30/03/2009 P 
Pantoea spp. 
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FAB070 Gulupa Fruto BuenaVista Boyacá 26/05/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB071 Gulupa Fruto BuenaVista Boyacá 12/03/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB072 Gulupa Tallo central BuenaVista Boyacá 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB076 Gulupa Hoja San Bernardo Cundinamarca 30/03/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB078 Gulupa Fruto La Argentina Huila 24/04/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB080 Gulupa Fruto San Bernardo Cundinamarca 30/03/2009 P 
Agrobacterium spp. 
FAB082 Gulupa Hoja La Argentina Huila 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB083 Gulupa Hoja Gigante Huila 26/05/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB087 Gulupa Fruto Cajamarca Tolima 12/03/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB088 Gulupa Hoja Cajamarca Tolima 30/03/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB089 Gulupa Fruto Peñol Antioquia 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB091 Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 12/03/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB097 Gulupa Fruto Granada Cundinamarca 24/04/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB099 Gulupa Fruto Granada Cundinamarca 30/03/2009 P 
Pantoea spp. 
FAB101 Gulupa Hoja San Bernardo Cundinamarca 13/05/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB102 Gulupa Hoja San Bernardo Cundinamarca 09/07/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB103 Gulupa Hoja San Bernardo Cundinamarca 09/07/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB105 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 26/05/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB106 Gulupa Hoja Ibagué Tolima 13/05/2009 P 
NID 
FAB108 Gulupa Fruto Ibagué Tolima 13/05/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB110 Gulupa Fruto Ibagué Tolima 13/05/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB119 Maracuyá Fruto Pradera, Valle Valle del Cauca 13/05/2009 P 
NID 
FAB120 Maracuyá Hoja Pradera, Valle Valle del Cauca 13/05/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB121 Maracuyá Hoja Pradera, Valle Valle del Cauca 13/05/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB122 Maracuyá Fruto Pradera, Valle Valle del Cauca 09/07/2009 P 
NID 
FAB123 Maracuyá Hoja La unión, Valle Valle del Cauca 26/05/2009 P 
Pantoea spp. 
FAB124 Maracuyá Hoja La unión, Valle Valle del Cauca 26/05/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB126 Maracuyá Hoja La unión, Valle Valle del Cauca 13/05/2009 P 
Pantoea spp. 
FAB127 Maracuyá Hoja La unión, Valle Valle del Cauca 13/05/2009 P 
Erwinia spp. 
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FAB128 Maracuyá Hoja Toro, Valle Valle del Cauca 13/05/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB129 Maracuyá Hoja Toro, Valle Valle del Cauca 26/05/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB130 Maracuyá Hoja Roldanillo Valle del Cauca 13/05/2009 P 
Xanthomonas spp. 
FAB131 Calabacín Hoja San Bernardo Cundinamarca 27/07/2009 P 
Clavibacter spp. 
FAB132 Gulupa Fruto San Bernardo Cundinamarca 27/07/2009 P 
Erwinia spp. 
FAB145 Gulupa Hoja Granada Cundinamarca 25/03/2010 
P 
Xanthomonas spp. 
FAB146 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 25/03/2010 
P 
Xanthomonas spp. 
FAB147 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 25/03/2010 
P 
Xanthomonas spp. 
FAB148 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 25/03/2010 
P 
Xanthomonas spp. 
FAB149 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 25/03/2010 
P 
Xanthomonas spp. 
FAB150 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 25/03/2010 
P 
Xanthomonas spp. 
FAB151 Gulupa Hoja Venecia Cundinamarca 25/03/2010 
P 
Xanthomonas spp. 
FAB152 Gulupa Hoja San Bernardo Cundinamarca 25/03/2010 
P 
Xanthomonas spp. 
P: aislamientos patogénicos 
